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RESUMO

Células  combustiveis microbianas (CCM) séo  dispositivos
eletroquimicos que exploram a habilidade de algumas espécies de
micro-organismos utilizarem eletrodos como aceptores finais de elétrons
em seu metabolismo. A CCM opera de modo semelhante a uma célula
combustivel quimica, na qual a eletricidade é proveniente de uma reacéo
de oxirreducdo, entretanto, no sistema bioldgico a reacdo é catalisada
por micro-organismos. O interesse nesta tecnologia estd associado a
possibilidade de empregar diferentes compostos, inclusive efluentes
domesticos e industriais, na geragdo de energia elétrica. Embora a CCM
seja considerada uma tecnologia promissora a sua aplicacdo ainda é
invidvel devido as baixas densidades de correntes elétricas obtidas.
Neste contexto, a modelagem matematica pode auxiliar na investigagdo
e compreensdo dos fendmenos envolvidos e consequentemente
contribuir para o aprimoramento destes sistemas. Assim o objetivo deste
trabalho foi modelar a cinética de geracdo de corrente elétrica de uma
célula combustivel microbiana inoculada com micro-organismos
marinhos. Para tal fim foi empregado um modelo matematico composto
por um sistema de equacOes diferenciais, no qual o metabolismo
microbiano foi descrito pela relacdo de Nerns-Monod e 0 mecanismo de
transferéncia de elétrons extracelular (TEE) de acordo com a Lei de
Ohm. Os dados experimentais foram obtidos em uma CCM de dois
compartimentos, um anodo e um catodo, separados por uma membrana
catiénica. O anodo foi inoculado com sedimento de origem marinha em
condi¢des de anaerobiose e alimentado com acetato, enquanto que, 0
catodo foi alimentado com ferrocianeto de potassio. Em ambos 0s
compartimentos foram empregadas placas de grafite como eletrodos, as
guais estavam conectadas externamente por uma resisténcia elétrica.
Durante a operagdo do sistema, o compartimento do &nodo foi operado
alternadamente pelos regimes de batelada sequencial e continuo. Os
resultados ilustram que em menos de quatro dias de operacdo a geragdo
de corrente elétrica ja havia atingido um valor estavel, comprovando a
capacidade exoeletrogénica das comunidades de micro-organismos
presentes no sedimento marinho. Observou-se que estes micro-
organismos desenvolviam-se preferencialmente aderidos a superficie
dos eletrodos na forma de um biofilme e que utilizavam um mecanismo
direto de transferéncia eletronica extracelular (nanofios ou citocromos)
para estabelecer o contato elétrico com o eletrodo. De maneira geral a
modelagem matematica da cinética de geragdo de corrente elétrica foi
possivel, sendo que o modelo apresentou a capacidade de descrever os



resultados, de corrente em funcdo do potencial elétrico, obtidos nas
analises de voltametria ciclica nos diferentes dias de operacdo do reator.
O modelo forneceu valores de parametros com significado fisico e
biolégico o que possibilitou investigar o papel da condutividade do
biofilme na geracdo da corrente elétrica e também o efeito das condices
operacionais sobre a geracdo de corrente. As simulag@es das curvas de
polarizagdo foram pouco exatas, contudo, constatou-se que os resultados
apresentavam o0 mesmo comportamento e ordem de grandeza dos dados
experimentais. A incorporacao de novas resisténcias elétricas no modelo
pode contribuir para a melhora nas predicdes e este é um desafio ainda a
ser vencido.

Palavras-chave: célula combustivel microbiana, sedimento marinho,
cinética de geracao de corrente elétrica.



ABSTRACT

Microbial fuel cells (MFC) are electrochemical devices that exploit the
ability of some microorganisms using an electrode which serves as the
sole electron acceptor. The MFC is like an electrochemical cell, which is
a dispositive that uses a redox reaction to produce electricity. However,
bioelectrochemical systems are devices that use bacteria as the catalysts
to redox reaction. MFC are an important form to produce bioenergy
because they offer the possibility of extracting electrical current from a
wide range of complex organic wastes. Although MFC show to be
promising as a strategy for converting waste organic matter into
electricity, their low power outputs have limited practical applications.
In this context, mathematical modeling can assist the investigation and
understanding of the phenomena involved and, consequently,
contributes to the improvement of the system. The aim of this study was
to describe the kinetics of generation of electrical current in a microbial
fuel cell (MFC) by a mathematical model. The model is composed by a
system of differential equations. The bacterial metabolism was
described by Nernst-Monod relationship and the extracellular electrons
transfer (EET) was modeled according to Ohm’s law. Experimental data
were obtained in a dual-chamber MFC, in which the anode and the
cathode compartments were separated by a membrane. The anode
chamber was inoculated with marine sediment under anaerobic
conditions, and it was fed with acetate, while the cathode chamber was
fed with ferrocyanide. Graphite electrodes were utilized in each
chamber, which were connected by external electrical resistance. The
anode chamber was alternately operated by two operational regimes:
sequential batch and continuous. The results showed that the stable
electrical current was reached in less than four days, proving the
exoelectrogenic ability of the microorganisms presents in the marine
sediment. It was observed that the exoelectrogenic microorganisms grew
attached to the electrode as a biofilm and they use a direct EET
mechanism (nanowires or cytochromes) to establish electrical contact
with the electrode. Overall, the mathematical model was able to describe
the data of kinetics of generation of electrical current. The model was
fitted to the data of electrical current versus electrical potential of
voltammetry cyclic analyses. The physical and biological model
parameters allowed the investigation of the role of the biofilm
conductivity on generation of electric current and the effect of
operational regimes on generation of electric current. The simulations
for polarization curves had low accuracy however their results showed a



similar trend that was seen for the experimental data. Incorporating
further consideration of resistance electric in the model could help to
improve the exactness of the model prediction and this is a challenge to
be overcome.

Keywords: microbial fuel cell, marine sediment, kinetics of generation
of electrical current.
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1 INTRODUCAO

A demanda energética mundial surge na atualidade como um
problema social dos mais preocupantes. Por um lado, os limites dos
recursos que representam as fontes de energia tradicionais implicam
uma busca de alternativas. Por outro lado, as principais fontes de energia
sdo vinculadas a graves problemas ambientais.

Até o presente momento, 0 crescimento econémico e industrial
tem sido sustentado pelo uso de combustiveis fosseis. Entretanto, as
projecBes para o crescimento populacional (mais de 7 bilhGes de
habitantes em 2011, segundo a ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS (ONU) - BRASIL, 2011), as mudancas climéticas e os danos
ambientais obrigam mudancas na atual matriz energética mundial.

No ano de 2011, o consumo mundial de energia cresceu cerca de
2,5%, menos da metade do crescimento observado em 2010, mas ainda
préximo a taxa histérica média. O petr6leo ocupou a primeira posi¢do
como fonte de energia (33,1%), seguido pelo carvdo mineral (30,3%), 0
gas natural (23,7%) e, finalmente, as energias renovaveis (8%) e a
energia nuclear (4,9%) (STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY
BP, 2012). O comportamento ilustrado na Figura 1.1 explicita o
crescimento na demanda energética.

O desenvolvimento de novas tecnologias para geragdo de energia,
visando ao uso de fontes de energia renovaveis e/ou sustentaveis e o
aproveitamento eficiente dos combustiveis fésseis tem sido vista como
uma alternativa. Neste contexto, novas opg¢des tém surgido
principalmente no campo da bioenergia, em destaque para as Células
Combustiveis Microbianas (CCM). O crescente interesse nesta
tecnologia esta apoiado em duas habilidades que vdo ao encontro aos
atuais anseios da sociedade: geracdo de energia em paralelo ao
tratamento de efluentes.

Uma CCM opera de modo semelhante a uma célula combustivel
guimica, onde a eletricidade é proveniente de uma reacdo de
oxirreducdo. Entretanto, a CCM emprega micro-organismos como
catalisadores da reacdo. A principal vantagem do dispositivo biolégico
comparado ao sistema convencional é a possibilidade de empregar
diversos compostos como combustiveis, inclusive efluentes domésticos
e/ou industriais (LOGAN, 2008).
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Figura 1.1 - Evolugdo do consumo mundial de combustiveis priméarios. Os
resultados ilustrados sdo normalizados em relacdo a milhdes de toneladas de
petréleo. Fonte: STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY BP, 2012.
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Embora a CCM seja considerada uma tecnologia promissora, a
sua aplicacdo comercial ainda é invidvel. Um dos principais obstaculos
para 0 seu emprego sdo as baixas densidades de corrente elétrica gerada
(PANT et al., 2010). Neste sentido, o foco de muitas das pesquisas tem
sido no desenvolvimento de novos materiais para os eletrodos, em
melhorias nos projetos arquitetdnicos e na otimiza¢do das condicOes
operacionais. Outro aspecto importante que afeta o desempenho dos
reatores, e que tem sido amplamente estudado, é a grande diversidade de
micro-organismos que pode ser utilizada em células combustiveis
microbianas.

Micro-organismos capazes de gerar eletricidade em CCM séo
classificados como exoeletrogénicos. Estes micro-organismos estéo
presentes naturalmente em sedimentos aquaticos e lodos de estacdes de
tratamento de efluente. Tais ambientes abrigam uma vasta diversidade
de  micro-organismos, tanto  exoeletrogénicos como  nao
exoeletrogénicos. Em CCM inoculadas com tais fontes, uma diversidade
de micro-organismos atua de forma sinérgica no consumo de matéria
organica e geracdo de corrente elétrica. Acredita-se que diferentes
micro-organismos sdo capazes de estabelecer o contato eletrdnico uns
com 0s outros, assim, micro-organismo necessariamente n&o
exoeletrogénicos também podem contribuir para a geragdo energia
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(PHAM; AELTERMAN; VERSTRAETE, 2009; LOGAN; REGAN,
2006).

Uma maneira para melhorar o desempenho de uma CCM é
identificar as principais resisténcias elétricas do sistema e entdo
proceder, se possivel, com ac¢Bes que busquem reduzi-las. A modelagem
matematica pode auxiliar neste procedimento, uma vez que, pode ser
usada para a otimizacdo da operagéo e/ou concepcdo do sistema, para a
compreensao e identificacdo das principais resisténcias envolvidas, além
de consistir de uma ferramenta rapida, econdmica e confiavel (quando
0s modelos forem racionalmente concebidos) (PICIOREANU et al.,
2007; RODRIGUEZ; PREMIER, 2010).

O interesse em CCM tem crescido enormemente nos ultimos
anos. Os resultados de uma pesquisa na base de dados Scopus em
Fevereiro de 2013, com a palavra chave microbial fuel cell, indicaram
um aumento exponencial a partir do ano de 2006 no nimero de artigos
cientificos publicados. Entretanto, apesar do crescente aumento, a
grande maioria relata trabalhos experimentais para a compreensdo dos
aspectos biologicos, eletroquimicos e a avaliacdo do desempenho da
CCM nas mais diversas configuracGes. A utilizacdo da modelagem
matematica no estudo dos fendémenos envolvidos na CCM ainda é
escassa na literatura e, portanto, € um campo de pesquisa de interesse.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi descrever o fluxo eletrdnico de uma
Célula Combustivel Microbiana de dois compartimentos, inoculada com
uma cultura mista oriunda do sedimento marinho do estuario da Lagoa
dos Patos - RS, utilizando a modelagem matematica da cinética de
respiragdo dos micro-organismos e do mecanismo de transferéncia
eletronica extracelular.

1.1.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, este trabalho teve os seguintes
objetivos especificos:
e Concepcao e operacdo de uma célula combustivel microbiana de
dois compartimentos, inoculada com sedimento marinho oriundo do
estudrio da Lagoa dos Patos - RS;
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e ldentificacdo do mecanismo de transferéncia de elétrons
extracelular (TEE) empregado pela biomassa exoeletrogénica;

e Aplicacdo de um modelo matematico na descricdo da geragdo de
corrente elétrica para micro-organismos exoeletrogénicos sob a forma de
biofilmes aderidos a superficie dos eletrodos;

e Estimacdo dos parametros cinéticos e fisicos do biofilme
exoeletrogénico utilizando a modelagem matemética associada as
analises de voltametria ciclica;

e Simulacdo das curvas de polarizagdo empregando 0s pardmetros
do modelo estimados com a partir dos resultados das analises de
voltametria ciclica;
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 METABOLISMO MICROBIANO E FLUXO DE ELETRONS

Para manterem-se vivos e desempenharem diversas funcgdes
bioldgicas, os micro-organismos dependem de um fornecimento
constante de energia. Qualquer organismo vivo é constituido por um
sistema estavel de reacbes quimicas e processos fisico-quimicos
mantidos afastados do equilibrio. Como a manutencdo deste estado
contraria a tendéncia termodinamica natural de atingir o equilibrio, o
desequilibrio s6 pode ser mantido a custa de energia retirada do meio
ambiente (MARZZOCO; TORRES, 2007; LEHNINGER; NELSON;
COX, 2011).

No curso da evolugdo biolégica, as células desenvolveram
mecanismos eficientes para capturar energia do Sol ou extrai-la de
compostos passiveis de oxidacdo e transferi-la para 0s processos
metabdlicos que dela necessitam. Nesta secdo, sera abordado de forma
simplificada o processo de obtencdo de energia quimica envolvendo
reacOes de oxidacdo, uma vez que compdem etapa fundamental para o
funcionamento de CCM.

O metabolismo microbiano heterotrofico é dividido em duas
etapas, o0 catabolismo e o anabolismo. O catabolismo refere-se as
reacOes de degradacdo que ocorrem quando 0 micro-organismo oxida o
doador de elétrons (DE), produzindo energia sob a forma de adenosina
trifosfato (ATP) e compostos intermediarios que serdo utilizados nas
reacdes anabdlicas. O anabolismo refere-se as reacGes biossintéticas que
utilizam aqueles compostos e a energia quimica (na forma de ATP)
produzida nas reacdes catabdlicas para geragdo de compostos celulares
necessarios na manutencdo e no crescimento celular (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2011).

De forma simplificada, a Figura 2.1 ilustra o processo de
obtencdo de energia por um micro-organismo a partir da oxidac¢do de um
composto organico genérico. Os prétons (H") e elétrons (¢7) derivados
da oxidacdo deste DE, composto com baixo potencial eletroquimico, s&o
recebidos por coenzimas na forma oxidada. Nas reacOes bioldgicas,
coenzimas, tais como a nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD),
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (NADP™) e flavina-adenina-
dinucleotideo (FAD"), sdo capazes de receber dois elétrons por molécula
passando assim a sua forma reduzida (NADH, NADPH e FADH). Para
manutencao do processo é vital que as coenzimas sejam periodicamente
reoxidadas, e isto é alcancado pela transferéncia dos protons e elétrons
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para um aceptor final (AE), composto com alto potencial eletroquimico,
este podendo ser um composto intermediario da reacdo de oxidacdo
(fermentacdo) ou mesmo um composto externo a célula (respiracdo). A
energia derivada do fluxo de H” e e €é utilizada para sintetizar ATP, a
partir da adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (HPO,?). E a
energia quimica do ATP que sera diretamente usada para promover 0s
processos bioldgicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011). Portanto,
pode-se afirmar que o metabolismo microbiano é sustentado pelo fluxo
de elétrons entre um DE (baixo potencial elétrico) e um AE (alto
potencial elétrico).

Figura 2.1 - Representacdo esquematica de um processo de obtencdo de energia
através do consumo de matéria organica. Fonte Marzzoco e Torres, 2007.
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A quantidade de energia obtida pelos micro-organismos esta
diretamente associada a diferenca de potencial entre o doador e o
aceptor de elétrons. A quantidade maxima de energia é mensurada em
termos da diferenca de energia livre de Gibbs especifica (J mol™)
(Equacéo (2.1)),

AG = —nFEp;, (2.1)

na qual n é o nimero de moles de elétrons por mol da molécula
envolvida na reagdo (mol mol™), F a constante de Faraday (definida
como a quantidade de carga em um mol elétrons) (C mol™) e E,;, é a
diferenca de potencial elétrico entre 0 DE e 0 AE (V).

As resisténcias ao transporte de elétrons entre 0 DE e o AE
reduzem a velocidade de obtengdo de energia (HEIJNEN, 1999). Assim,
0S micro-organismos, dentro de sua capacidade, buscam maximizar a
guantidade de energia obtida pela selegdo de um AE com alto potencial
elétrico. Frequentemente, AE sollveis estdo ausentes em muitos
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ambientes, nestes casos, 0S micro-organismos podem mudar seu
metabolismo para a fermentacdo ou usar um AE insoluvel se for
possivel. No Gltimo caso, os micro-organismos transportam os elétrons
para fora da célula para alcancar a reducdo do AE. Este processo €
chamado de transferéncia eletrnica extracelular (TEE) e esta presente
naturalmente em micro-organismos que utilizam minerais contendo
oxidos de ferro e magnésio como aceptores externos. Em uma CCM, o
eletrodo anddico atua como um aceptor de elétrons insoltvel
(RABAEY, 2010).

2.2 MICRO-ORGANISMOS EXOELETROGENICOS

Micro-organismos com a habilidade de estabelecer o contato
eletroquimico com eletrodos insollveis, sem o apoio de compostos
artificiais, sdo classificados como exoeletrogénicos (LOGAN; REGAN,
2006). O contato elétrico é estabelecido por meio de diferentes
mecanismos de TEE, seja através do contato direto; por meio de
compostos presentes na membrana celular microbiana (citocromos) e
estruturas poliméricas condutoras sintetizadas pelo micro-organismo
(nanofios); ou de forma indireta: utilizando um carreador solvel
(mediadores) (SCHODER, 2007). Uma discussdo detalhada sobre os
mecanismos de TEE é encontrada no item 2.3 do presente texto.

Por muitos anos, acreditou-se que 0S micro-organismos
necessitavam inerentemente de um sistema de transporte de elétrons
artificial para que efetivamente fossem capazes de utilizar um eletrodo
como AE. Por muito tempo realizaram-se estudos utilizando culturas
microbianas puras na presenca de mediadores artificiais para suportar o
metabolismo microbiano na presenca de eletrodos. Cepas de
Escherichia coli e Proteus vulgaris sdo exemplos de algumas destas
culturas (BENNETTO et al., 1985; DELANEY et al., 1984; TANAKA,;
VEJA; TAMAMUCHI, 1983; THURSTON et al., 1985).

No entanto, as velocidades de transferéncia de elétrons obtidas,
utilizando culturas puras e mediadores artificiais, sdo irrelevantes
comparadas  aquelas  observadas  atualmente.  Recentemente,
pesquisadores tém demonstrado que ambientes anaerdbios como,
sedimentos aquaticos (maritimo e pluvial), solos, efluentes e lodos de
estacbes de tratamento sdo ricas fontes de micro-organismos
exoeletrogénicos (LOGAN; REGAN, 2006; LOVLEY, 2006; DU; LlI;
GU, 2007). Utilizando tais fontes como inoculo em reatores anaerébios
na presenca de eletrodos, é observada a geracdo de corrente elétrica em
paralelo a formacéo de biofilmes sobre a superficie destes eletrodos.
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Analises moleculares das comunidades de bactérias presentes
nestes biofilmes revelam que ndo hd um Unico micro-organismo
dominante e sim uma complexa diversidade de bactérias compostas
principalmente pelos filos Protobacteria e Firmicutes (LOGAN;
REGAN, 2006)

Apesar da grande diversidade de micro-organismos ha uma clara
predominéncia da classe delta (8) do filo Proteobacteria, e dentro desta
classe a familia Geobacteraceae, em reatores inoculados com
sedimentos aquaticos. Bond et al. (2002), analisando, através da
sequencia genética 16SrDNA, as comunidades microbianas que se
desenvolvem aderidas aos eletrodos de reatores inoculados com
sedimento marinho, constataram que aproximadamente 71% delas
pertenciam a classe 8-Protobacteria, e destas, 70% pertenciam a familia
Geobacteraceae. Em um sistema semelhante, Tender et al. (2002)
observaram proporgdes similares, 76% da comunidade microbiana
consistia especificamente da classe 6-Protobacteria, das quais 59%
pertenciam a familia Geobacteraceae. Em um estudo comparando
diferentes sedimentos aquaticos (marinho, fluvial e de pantano salino),
Holmes et al. (2004) constataram que micro-organismos da familia
Geobacteraceae ocupavam a posicdo dominante entre praticamente
todos os reatores avaliados independente do sedimento.

Atualmente, Geobacter sulfurreducens e Shewanella oneidensis
sdo as espécies de micro-organismos, pertencentes ao filo
Proteobacteria, mais investigadas e utilizadas como modelo em
pesquisas cientificas de micro-organismos exoeletrogénicos.

2.3 MECANISMO DE TRANSFERENCIA ELETRONICA
EXTRACELULAR

Para que o micro-organismo utilize um eletrodo como AE ele
necessita de um sistema de transporte fisico extracelular. Numerosos
estudos tem confirmado a existéncia de trés diferentes mecanismos de
TEE (SCHODER, 2007):

a) Transferéncia por meio de compostos eletroquimicamente

ativos presentes na membrana celular microbiana;

b) Através de estruturas condutoras produzidas pelo micro-

organismo, conhecidas como nanofios;

c) Transportados por espécies quimicas sollveis (mediadores),

produzidos pelo micro-organismo ou adicionadas ao meio de
reagao.
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2.3.1 Compostos associados a membrana celular

A transferéncia de elétrons para o anodo pode ser feita de forma
direta ou indireta. A transferéncia direta requer o contato fisico entre o
micro-organismo e o eletrodo. Ela é possivel gracas a existéncia de um
conjunto de proteinas associadas a membrana celular capazes de
transportarem os elétrons do interior do micro-organismo para 0 meio
extracelular. Essas proteinas, identificadas como  citocromos
principalmente do tipo-c, sdo especialmente encontradas em bactérias
metal-redutores das espécies Geobacter, Shewanella e Rhodoferax. Esta
classe de micro-organismos é capaz de produzir ATP em condicfes
anaerdbias, empregando como agentes oxidantes Oxidos minerais
(Fe(lll) e Mn(IV)). Em condi¢gbes ambientais, esses minerais sdo
insoltveis, limitando o desenvolvimento do micro-organismo aderido a
superficie do AE (SCHODER, 2007). Um eletrodo pode
convenientemente assumir o papel do aceptor (Figura 2.2 (a)).

Figura 2.2 - Representacdo esquematica do mecanismo direto de transferéncia
de elétrons (a) via citocromos associados a superficie externa da membrana
celular e (b) através da condugdo por meio de nanofios. Fonte: Rinaldi et al.,
2008.
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2.3.2 Nanofios

InvestigacOes cientificas recentes revelaram que bactérias metal
redutoras podem empregar um segundo mecanismo de TEE direto. A
proposta consiste no transporte por meio de um sélido condutor que faz
parte da matriz extracelular do biofilme. Os trabalhos de Reguera et al.
(2005) e Gorby et al. (2006) fornecem evidéncias de que determinadas
cepas de Geobacter sulfurreducens e Shewanella oneidensis sintetizam
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estruturas (semelhante as pili) que conectam eletricamente as bactérias
ao eletrodo anddico (Figura 2.2 (b)). Estas estruturas sdo denominadas
nanofios.

A descoberta dos nanofios suporta a hipdtese de que ha o
desenvolvimento de biofilmes eletroquimicamente ativos mais espessos
sobre a superficie do eletrodo, ou seja, micro-organismos localizados
mais distantes do eletrodo também participam da geracdo de corrente
elétrica e ndo apenas a monocamada de bactérias em contato direto
(DEBABOV, 2008; SCHRODER, 2007).

Ishii et al. (2005), com o cultivo de Peletomaculum
thermopropionicum e Metanothermobacter thermoautotrophicus,
observaram o surgimento de terminacBes que conectavam ambas as
cepas. A existéncia de terminagbes condutivas interespécies
possibilitaria a transferéncia de elétrons diretamente de um micro-
organismo a outro. Ou seja, uma bactéria necessariamente nao
eletroativa poderia descarregar seus elétrons em uma célula
eletroquimicamente ativa e assim contribuir para a producdo de
eletricidade em um reator com eletrodos, sem a necessidade de
mediadores exdgenos.

2.3.3 Mediadores

A membrana celular microbiana é constituida por uma dupla
camada lipidica ndo condutora, a qual separa o citoplasma, local de
geracdo metabdlica dos elétrons, dos aceptores finais. A menos que a
membrana celular apresente proteinas (citocromos) ef/ou outras
estruturas condutoras (nanofios), o micro-organismo € incapaz de
transferir os elétrons para o eletrodo (LOVLEY, 2006).

Mediadores sdo compostos quimicos passiveis de reacdes
reversiveis de oxidacdo e reducdo e, desta forma, capazes de transportar
elétrons entre dois sitios de reacdes eletroquimicas. A Figura 2.3
esquematiza a forma de atuacdo do mediador. O composto na forma
oxidada (Moy) difunde em direcdo ao interior do micro-organismo
captando os elétrons das coenzimas, passando a forma reduzida (Mgeg).
Em seguida, difunde para fora da célula até atingir o eletrodo, onde
descarrega-os, reestabelecendo o estado oxidado. O processo € ciclico e
mantido até a completa exaustdo do substrato disponivel para os micro-
organismos.
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Figura 2.3 - Representacdo esquemética do mecanismo de transferéncia de
elétrons através do emprego de mediadores quimicos. Fonte: Rinaldi et al.,
2008.
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Uma grande variedade de compostos, tais como Tionina,
Fe(I1NEDTA, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (HQN) e corantes organicos
como o vermelho de toluileno (neutral red) e o azul de metileno, foram
estudados em combina¢do com 0s micro-organismos para avaliar a sua
eficiéncia como mediadores (TANAKA; VEJA; TAMAMUSHI, 1983;
BENNETTO et al., 1985; THURSTON et al., 1985; PARK; ZEIKUS,
2000; LEE et al., 2002; BABANOVA; HUBENOVA; MITOV, 2011).

Além dos mediadores adicionados ao meio de reacdo, alguns
micro-organismos podem usar seus proprios metabdlitos como
carreadores de elétrons (mediadores endogenos). No entanto, ha uma
grande dificuldade na identificacdo destes compostos, entre 0s quais
estdo as picioninas produzidas por Pseudomonas aeruginosa (RABAEY
et al., 2004) e as flavinas produzidas por cepas de Shewanella
oneidensis (MARSILI et al., 2008a).

Evidéncias indicam que um determinado micro-organismo pode
empregar mais de um mecanismo de TEE, como é o caso de algumas
cepas de S. oneidensis que sdo capazes de produzir nanaofios (GORBY
et al., 2005) e mediadores (MARSILI et al., 2008a). Identificar o sistema
de transporte de elétrons em uma CCM ¢ de fundamental importancia na
modelagem do sistema, uma vez que a producdo de corrente elétrica no
dispositivo é geralmente limitada pelas reacdes que ocorrem no anodo e
grandes perdas de potencial estdo relacionadas aos mecanismos de TEE
(TORRES et al., 2010).

2.4 CELULA COMBUSTIVEL MICROBIANA

Em uma célula combustivel microbiana (CCM), os micro-
organismos transferem os elétrons produzidos pela oxidacdo da matéria
organica para um eletrodo (&nodo). Os elétrons sdo subsequentemente
conduzidos através de uma resisténcia elétrica até um segundo eletrodo
(catodo), onde se combinam aos cations ou protons e aceptores finais
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através de uma reacdo de reducdo. A CCM pode ser considerada um
hibrido de reator biolégico e eletroquimico.

2.4.1 Reacdes de oxirreducao e a célula eletroquimica

Em uma reacdo de oxirreducdo, os elétrons sdo transferidos de
um reagente para o outro. O agente redutor é um doador de elétrons
(DE), enquanto o agente oxidante € um aceptor de elétrons (AE). A
transferéncia eletronica € estabelecida devido a diferenca de potencial
elétrico que existe entre 0s compostos. Os elétrons sdo transferidos do
composto com menor potencial elétrico (agente redutor) para o de maior
potencial elétrico (agente oxidante) (SKOOG et al., 2006).

Um aspecto singular das reagdes de oxirreducdo é poderem ser
conduzidas em células eletroguimicas, onde 0 agente redutor e o0 agente
oxidante sdo fisicamente separados um do outro. Em uma célula
eletroquimica, dois condutores (eletrodos) conectados por uma
resisténcia elétrica sdo imersos em diferentes solucdes eletroliticas,
mantidas separadas para evitar a reacdo direta entre os reagentes (agente
redutor e oxidante). O modelo mais comum para separar as solugdes, e
manter o contato elétrico entre ambas, é 0 emprego de uma ponte salina.
Nesta configuracdo, para que a reagcdo acontega, os elétrons fluem
através de um circuito externo e o fluxo idnico proveniente da ponte
salina completa a reacdo, mantendo a neutralidade eletrdnica em ambos
os compartimentos (SKOOG et al., 2006).

Um determinado composto é oxidado no anodo, enquanto outro é
reduzido no catodo. A diferenca de potencial elétrico (ddp) entre os
compartimentos promove o fluxo eletrénico (corrente elétrica), o qual é
observado enquanto a reacdo for termodinamicamente favordvel, ou
seja, enquanto a diferenca da energia livre de Gibbs desenvolvida na
célula possuir valor negativo (SKOOG et al., 2006).

2.4.2 Funcionamento da célula combustivel microbiana

A CCM é um dispositivo semelhante a uma célula eletroquimica
classica, exceto pelo emprego de micro-organismos como catalisadores
da reacdo de oxidacdo do DE. A energia elétrica é gerada quando o
micro-organismo transfere os elétrons para um circuito externo,
introduzido antes da etapa de reducdo do aceptor final (LOGAN;
REGAN, 2006). A CCM consiste basicamente de dois compartimentos:
um anodo e um cétodo, separados por uma membrana ion seletiva (ou
uma ponte salina) e conectados externamente por um circuito elétrico. A
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Figura 2.4 ilustra a representacdo esquematica de uma tipica CCM de
dois compartimentos.

No compartimento do anodo, 0 micro-organismo oxida a matéria
organica gerando prétons, elétrons e didxido de carbono (oxidagéo
completa). Os elétrons sdo transferidos para o eletrodo (AE no
metabolismo microbiano), e os ions liberados no meio. Os elétrons
transferidos entdo fluem para o eletrodo catédico através do circuito
externo como resultado da ddp existente entre as enzimas da cadeia
respiratéria microbiana e o AE final no compartimento catédico. O
fluxo eletrdnico no circuito externo é acompanhado por igual fluxo de
prétons no eletrélito e permeando a membrana que separa 0S
compartimentos, mantendo a neutralidade da solugdo. No catodo, os
prétons e elétrons se combinam ao AE final em uma reacdo de reducao,
finalizando o processo (LOGAN, 2008).

Figura 2.4 - Representacdo esquematica da estrutura e principio de
funcionamento de uma CCM de dois compartimentos. Fonte: Rabaey e
Verstraete, 2005.
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2.4.2.1 Compartimento anédico

O compartimento do anodo, mantido em condigdo anaerdbia, é
constituido  essencialmente por um eletrodo insolGvel, micro-
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organismos, uma fonte de combustivel em solucdo (matéria organica
e/ou inorgéanica) e meio de cultivo.

Os eletrodos atuam como AE na respiragdo microbiana e para
isso devem conter as seguintes caracteristicas: alta condutividade,
biocompatibilidade e estabilidade quimica em solugdo. O carbono é o
material mais versatil na construcdo dos eletrodos, estando disponivel
como placas, hastes e granulos de grafite, na forma de material fibroso
(como feltro, tecido, papel e espuma de carbono) ou como carbono
vitreo (LOGAN et al., 2006). Para melhorar a eficiéncia na transferéncia
eletrénica, outros compostos podem ser incorporados a estes eletrodos,
tais como o Mg(lV), Fe(lll) (PARK; ZEIKUS, 2003) e a platina
(SCHRODER; NIEBEN; SCHOLZ, 2001).

Materiais biodegradaveis tém sido empregados como fonte
combustivel. Estes variam desde compostos puros, tais como acetato e
glicose, as misturas complexas de materiais organicos, incluindo
efluentes domésticos, de origem animal e industrial (PANT et al., 2010).
A fonte e a concentracdo do substrato estdo intimamente relacionadas as
densidades da corrente elétrica obtidas na CCM.

2.4.2.2 Membrana fon seletiva

Esta membrana semipermeavel separa fisicamente o anodo e o
catodo, mantendo o contato elétrico entre ambos, permitindo a passagem
de prétons (H") da cAmara anddica para a catodica, enquanto restringe a
difusdo de oxigénio ou qualquer outro aceptor para o anodo. A difusdo
do oxigénio para o compartimento anoédico resultaria na oxidacdo do
substrato sem a transferéncia de elétrons para o eletrodo. A membrana
Nafion (Dupont Co., EUA) é comumente utilizada, no entanto, outras
membranas, como por exemplo a Ultrex CMI-7000 (Membranes
International Incorp., EUA), também sdo adequadas para aplicacGes em
CCM (LOGAN et al., 2006).

2.4.2.3 Compartimento catddico

Os eletrodos empregados na camara catodica sdo semelhantes aos
anodicos: grafite solido, material fibroso ou carbono vitreo. Em uma
CCM de duas camaras, conforme ilustrada na Figura 2.4, o AE
encontra-se solubilizado/dissolvido em solugdo. Oxigénio e ferrocianeto
de potassio sdo comumente empregados como AE. O oxigénio apresenta
0 maior potencial padrdo (1,229 V vs EPH, EPH = eletrodo padréo de
hidrogénio), apesar disso, o ferrocianeto (potencial redox 0,36 V vs
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EPH) apresenta um melhor desempenho, gerando densidades de
corrente maiores (LOGAN et al., 2006). Esse resultado esta associado a
disponibilidade do aceptor na superficie do eletrodo. Como a
concentracdo de saturacdo de oxigénio em agua € muito baixa, a
disponibilidade do mesmo na superficie do eletrodo, comparada a uma
solucdo saturada de ferrocianeto, € muito menor. Contudo, o
ferrocianeto precisa ser quimicamente reoxidado e, portanto, pode nédo
ser viavel em grandes sistemas de fluxo continuo.

Em uma CCM de camara Unica, o catodo é simplesmente o
eletrodo em contato direto com o ar. Lui e Logan (2004) construiram o
catodo conectando a membrana diretamente a um eletrodo flexivel de
tecido de carbono contendo platina (Pt) como catalisador. Ambos,
eletrodo e membrana, foram prensados a 1780 kPa e temperatura de
140 °C por 3 minutos para garantir sua uniao.

A platina € principalmente empregada no eletrodo catddico como
catalisador da reacdo de reducdo do oxigénio. Uma alternativa a platina
(metal nobre) foi desenvolvida por Park e Zeikus (2003) catodos com
Fe(lll) ou Mn(lV) incorporados ao grafite. Outra abordagem é o
emprego de compostos como o Fe e Co. Esses materiais atuam como
mediadores entre o catodo e o oxigénio (RINALDI et al., 2008).
Algumas espécies de microrganismos também podem ser utilizadas
como catalisadores no catodo, neste caso, 0 eletrodo passa a ser o DE no
metabolismo microbiano (LOVLEY, 2006).

2.5 PARAMETROS ELETRICOS E ANALISES ELETROQUIMICAS
2.5.1 Corrente elétrica e eficiéncia de coulomb

Quando um circuito elétrico ¢ submetido a uma diferenca de
potencial elétrico entre suas extremidades, campos elétricos atuam no
interior do material, exercendo forgca sobre os elétrons, fazendo-os se
mover, estabelecendo uma corrente elétrica. Se uma quantidade de carga
dq (C) atravessa um plano hipotético no intervalo de tempo dt (S),
entdo, a corrente elétrica I (A) que atravessa esse plano é definida como
apresentado na Equacdo (2.2) (HALLIDAY; RESNICK; WALKER,
2012).

I = dq (2.2)
dt
E possivel relacionar a quantidade de carga que flui através do

circuito elétrico com a cinética da reacdo de oxirreducdo que ocorre no
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eletrodo como apresentado na Equacdo (2.3) (BARD; FAULKNER,
2001).

j=rnF (2.3)

na qual j é a densidade da corrente elétrica (Ampeére por unidade de area
superficial do eletrodo) (A m?), r é a velocidade da reacéo de oxidagdo
ou reducdo ocorrendo na superficie do eletrodo (mols™m?), n é o
numero de moles de elétrons por mol da molécula envolvido na reacéo
(mol mol’) e F é a constante de Faraday, definida como a quantidade de
carga em um mol de elétron (C mol™).

A quantidade de carga transferida é uma informacdo muito
importante na determinacdo da eficiéncia de Coulomb (fe®). Ela é um
dos principais pardmetros de avaliacdo de desempenho da CCM, pois
expressa a fracdo de carga transferida para o circuito versus a
guantidade total disponivel no DE. Para um reator operando em batelada
0 fe® pode ser calculado de acordo com a Equacdo (2.4) (LOGAN,
2008).

fel = fotfl dt (2.4)
FysvanodoASDE

na qual t; € o tempo de duragéo da operacdo em batelada (s), y; € a
guantidade total de moles de elétrons que pode ser oxidada por grama de
DE (mol g™), vnea0 é 0 Volume de solucdo no compartimento anédico
(m*), Spr (@ m™) é a concentracdo massica do DE (g m™®) e AS,; é a
quantidade de DE consumida no tempo t;.

A corrente elétrica produzida por uma CCM é determinada pela
ddp, V., (V), medida nas extremidades de uma resisténcia elétrica
externa conhecida, R, (), conforme a lei de Ohm (Equacéo (2.5)).

Vcel (2 . 5)

Rext

Para que diferentes configuracbes de CCM pudessem ser
comparadas, tornou-se comum a normalizacdo da corrente elétrica por
alguma caracteristica do sistema. Geralmente a corrente é normalizada
pela area superficial do eletrodo anddico (LOGAN, 2008).

2.5.2 Diferenca de potencial elétrico (ddp)

Em uma célula combustivel bioldgica e/ou quimica a eletricidade
¢ gerada somente quando a reacdo global for termodinamicamente
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favoravel. A tendéncia de a reacdo ocorrer pode ser avaliada em termos
da variacdo da energia livre de Gibbs especifica, AG (J mol™), conforme
apresenta a Equacéo (2.6) (SKOOG et al., 2006).

AG = AG° + RTInK,, (2.6)

na qual AG° ¢é a variacdo da energia livre de Gibbs especifica no estado
padrdo (J mol™), R é constante dos gases ideais (J mol'K™), T é a
temperatura absoluta do sistema (K), e K., € a constante de equilibrio
quimico da reacgdo, definida como a relacdo da atividade quimica entre
0s produtos pelos reagentes, na poténcia de seus respectivos coeficientes
estequiomeétricos.

Para calculos envolvendo células combustiveis, é mais
conveniente avaliar a energia livre de Gibbs em termos da diferenca de
potencial elétrica, ou forca eletromotriz desenvolvida no sistema, E,,,,
(V), a qual é definida como diferenca de potencial elétrico entre 0 &nodo
e 0 catodo. Essas grandezas estdo correlacionadas através da seguinte
expressdo (SKOOG et al., 2006):

AG = —nFEgpy (2.7)
e no estado padréo por,
AG® = —nFEQ,; (2.8)

na qual Egmf é a forca eletromotriz no estado padréo (V).

Substituindo as Equaces (2.7) e (2.8) na Equagdo (2.6) é obtida a
expressao para o calculo tedrico da ddp maxima desenvolvida na célula.
A Equacdo (2.9) é conhecida como Equacédo de Nernst.

Eems = Egmy — %m Keq (2.9)

A reacdo de oxirredugdo que ocorre em uma célula combustivel
pode também ser analisada em termos de suas semi-reacGes, neste caso,
as reagbes que ocorrem no anodo e no catodo séo inicialmente
analisadas separadamente. Para isso, é necessario determinar o potencial
padrdo de cada meia-célula. Esse potencial é mensurado contra um
eletrodo de referéncia (SKOOG et al., 2006). O eletrodo padrdo de
hidrogénio (EPH) tem sido empregado em todo o mundo como eletrodo
de referéncia. Por convencdo, o potencial do eletrodo padrdo de
hidrogénio é definido como o valor zero. Como consequéncia, qualquer
potencial desenvolvido em uma célula consistindo em um eletrodo
padrdo de hidrogénio e algum outro eletrodo é atribuido inteiramente ao
outro eletrodo (SKOOG et al., 2006).
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Na CCM ¢é comum o emprego do eletrodo de cloreto de prata
como padrdo (Ag/AgCl) devido a facilidade de uso. Para converter o
potencial elétrico obtido com eletrodo de Ag/AgCl para o potencial no
EPH deve-se adicionar 0,222 V ao potencial obtido com o eletrodo de
Ag/AgCl (SKOOG et al., 2006).

Para obter o potencial teérico da meia-célula nas condicdes
especificas de processo, utiliza-se a Equacéo (2.9), o potencial padréo da
semi-reacdo e a concentracdo das diferentes espécies quimicas
envolvidas na semi-reacdo. Definidas as diferencas de potencial elétrico
do anodo (Egnoa0) € do catodo (E.qr0q0), @ ddp méxima da célula
combustivel é calcula,

Eems = Ecatodo — Eanodo (210)

Na Equacdo (2.10) o termo negativo advém da convencdo da
IUPAC, a qual define que o potencial de um eletrodo deve descrever as
semi-reagdes escritas como redugdes (SKOOG et al., 2006).

Entretanto, a ddp observada em uma célula combustivel, Vv, é
sempre menor que aquela predita pelos calculos de E,,,,. A diferenca
entre a E,,; € V. € conhecida como sobrepotencial elétrico. O
sobrepotencial elétrico € a ddp necessaria para superar todas as
resisténcias associadas a transferéncia de cargas durante a reacdo de
oxirreducdo na célula combustivel (Figura 2.5) (RABAEY;
VERSTRAETE, 2005).
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Figura 2.5 - Sobrepotenciais elétricos durante a transferéncia de elétrons em
uma CCM. (1) Potencial elétrico do DE (Epg). (2) ddp necessaria para que
transferéncia eletrénica ocorra relacionando: (i) & reacdo bioldgica; (ii) ao
mecanismo de TEE e (iii) a reacdo de transferéncia eletronica entre 0 TEE e 0
eletrodo. (3) Potencial elétrico observado no anodo. 4. Resisténcia elétrica
externa e resisténcia ao fluxo i6nico. 5. Potencial observado no catodo: (iv) ddp
necessaria para que a reacdo de transferéncia de elétrons entre o eletrodo-AE
ocorra. 6. Potencial elétrico do AE (E,g). Fonte: Rabaey e Verstraete, 2005.
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Os sobrepotenciais elétricos na CCM sdo comumente divididos
em: sobrepotenciais relacionados ao metabolismo microbiano,
sobrepotenciais de ativacdo (n4.,,), Sobrepotenciais 6hmicos (nypmic) €
sobrepotenciais de transferéncia de massa (1.onc) (RISMAMI-YAZDI et
al., 2008; LOGAN, 2008). A Equacdo (2.11) mostra como 0s
sobrepotenciais do anodo e do catodo coletivamente limitam o
desempenho da célula combustivel.

Veer = Eemf - [(nativ + Nonmic + nconc)anodo + (211)

+(77ativ + Nohmic + nconc)catodo]

Em uma CCM, o eletrodo anédico atua como o aceptor final de
elétrons do metabolismo microbiano e seu potencial elétrico determina a
guantidade de energia obtida pela bactéria. Quanto maior a diferenga de
potencial elétrico entre o substrato e o eletrodo, maior é o ganho
energético do metabolismo microbiano, mas, em contrapartida, menor é
a ddp (V,;) atingida pelo dispositivo. Assim, para maximizar a ddp da
CCM, o potencial do &nodo deve ser mantido o menor possivel, sem
afetar a respiracdo. Caso contrario, a fermentacdo do substrato sera
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energeticamente favoravel, limitando a geracdo de corrente elétrica
(LOGAN et al., 2006; LOGAN, 2008).

Para que uma reagdo de oxidacdo ou redugdo ocorra, uma
guantidade minima de energia é necessaria. Essa barreira energética ¢é
denominada de energia de ativacdo. Na CCM, os sobrepotencias de
ativacdo ocorrem durante a transferéncia de elétrons entre 0 mecanismo
de TEE e o eletrodo (anodo), ou do eletrodo para um composto quimico
(cétodo) (LOGAN et al., 2006, LOGAN, 2008, RISMAMI-YAZDI et
al., 2008). Algumas estratégias empregadas para diminuir 0s
sobrepotenciais por ativagdo incluem o aumento da temperatura de
operacgdo do sistema, 0 aumento da &rea dos eletrodos, a incorporagdo de
catalisadores aos eletrodos e a utilizacdo de mediadores artificiais
(LOGAN etal., 2006; LOGAN, 2008; RISMAMI-YAZDI et al., 2008).

O sobrepotencial 6hmico representa a ddp necessaria para a
promogdo do processo de transporte de cargas (protons e elétrons) no
sistema. Os sobrepotenciais 6hmicos incluem a resisténcia ao fluxo de
elétrons através do eletrodo e suas interconexdes e a resisténcia ao fluxo
de ions através da membrana e nos eletrdlitos da CCM. O 7n,pmic €
comumente bem descrito pela lei de Ohm (LOGAN et al., 2006;
LOGAN, 2008; RISMAMI-YAZDI et al., 2008; ROZENDAL et al.,
2008).

Normalmente o sobrepotencial 6hmico é dominado pelas
resisténcias idnicas, uma vez que a condutividade de muitos eletrdlitos,
como efluentes domésticos ou industriais, € em muitas ordens de
grandeza menor que a condutividade elétrica dos materiais dos
eletrodos. A resisténcia 6hmica do eletrélito, R;,, (Q), pode ser
expressa pela Equacdo (2.12) (RISMAMI-YAZDI et al., 2008;
ROZENDAL et al., 2008)

1 (2.12)
Rion = ARk,

na qual [ é a distancia entre os eletrodos (m), AR é a area da secdo
transversal perpendicular ao fluxo iénico (m?), e k, é a condutividade
elétrica do eletrélito (S m™).

A reducdo dos sobrepotenciais 6hmicos pode ser alcancada
reduzindo a distancia entre os eletrodos de ambos os compartimentos e
promovendo o aumento da condutividade ibnica do eletrdlito pela
adicdo de sal e/ou solugdes tampédo. Uma opgao € o emprego de CCM de
compartimento Gnico, minimizando assim a resisténcia i6nica, uma vez
gue os eletrodos sdo arranjados muito proximos um do outro sendo
separados apenas pela membrana catibnica. A membrana também é um
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componente que interfere no processo, devendo-se optar por pequenas
espessuras e elevadas areas de transferéncia (LOGAN et al., 2006,
LOGAN, 2008, RISMAMI-YAZDI et al., 2008; ROZENDAL et al.,
2008).

Para micro-organismo exoeletrogénicos que utilizam um sistema
direto de TEE, a resisténcia ao transporte de elétrons através do
biofilme, por exemplo, pode contribuir com o sobrepotencial 6hmico.

Os sobrepotenciais de concentracdo ocorrem principalmente em
altas densidades de corrente, onde os fendmenos de transferéncia de
massa coordenam o processo. Quando a CCM é operada em altas
densidades de corrente (baixa Req) hd a formacdo de gradientes de
concentracdo das espécies eletroativas sobre a superficie dos eletrodos.
Estes gradientes de concentragdo resultam no aumento do potencial
elétrico anddico ou na reducdo do potencial elétrico catddico.
LimitagBes no transporte de massa associadas ao fluxo de substrato para
o0 biofilme também sdo classificados como sobrepotenciais de
concentracdo (LOGAN et al.,, 2006; LOGAN, 2008; RASMAMI-
YAZDI et al., 2008).

2.5.3 Poténcia

Ha varias formas para analisar o desempenho de uma CCM. As
mais utilizadas sdo as avaliaces da poténcia e da eficiéncia de Coulomb
(LOGAN, 2008). A poténcia P (W) pode ser calculada pela Equacdo
(2.13).

P =1V, (2.13)

Analogamente a densidade da corrente, a poténcia também pode
ser normalizada por alguma caracteristica do reator, pelo mesmo motivo
mencionado anteriormente.

2.5.4 Anélise de voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica -eletroquimica
amplamente utilizada no estudo de reacgGes eletroquimicas. Para realizar
uma andlise de VC é necessario um conjunto de eletrodos compostos
por: um eletrodo de trabalho (ET), um eletrodo de referéncia (ER) e um
contra eletrodo (CE). O método consiste em, a partir de um potencial
inicial, variar o potencial do ET com velocidade de varredura constante
até um potencial final e entdo retornar, a mesma velocidade, ao valor
inicial. Um potenciostato é utilizado para controlar a ddp entre 0 ET e 0
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ER, e mensurar a corrente elétrica que flui do ET para o CE para cada
potencial aplicado. A medida experimental consiste de graficos de
geracdo de corrente em funcdo do potencial, conhecidos como
voltamogramas (BARD; FAULKNER, 2001).

Quando o potencial do ET é mudado, dois tipos diferentes de
corrente podem fluir: corrente capacitiva e corrente faradaica. A
corrente faradaica é relacionada a reacdo de oxirredugdo que ocorre na
superficie do ET. Ao alterar o potencial do eletrodo, a densidade de
cargas na interface eletrodo/eletrlito também ¢é alterada, provocando
assim um fluxo transiente de corrente. Este fluxo de cargas ndo esta
relacionado a qualquer reacdo de oxirredugdo, sendo considerada como
corrente de fundo da resposta de interesse ou corrente capacitiva. Para
altas velocidades de escaneamento (ou seja, mudancas rapidas do
potencial elétrico do ET) observam-se altas contribuicdes de corrente
capacitiva na resposta, dificultando assim a verificagdo do sinal
estudado. Quando a corrente elétrica é gerada (ou seja, reacdo de
oxidacdo) chama-se de corrente anddica e quando a corrente elétrica é
consumida (ou seja, reacdo de reducdo) chama-se de corrente catddica
(BARD; FAULKNER, 2001).

2.5.5 Curva de polarizacao

Para obter uma curva de polarizagdo é necessario um conjunto de
resistores com valores conhecidos. Os diferentes resistores séo
utilizados na conexdo elétrica entre o anodo e o catodo da célula
eletroquimica, e com o suporte de um multimetro mensura-se a ddp
desenvolvida no dispositivo para cada uma das resisténcias. Os valores
de ddp sdo tomados quando o processo atinge o estado estacionario (ddp
constante) e transformados em valores de corrente elétrica de acordo
com a Lei de Ohm (Equagéo (2.5)). A medida experimental consiste de
gréaficos de geracdo de corrente elétrica em funcdo da ddp, conhecidos
como curvas de polarizacéo.

A curva de polarizacdo pode geralmente ser dividida em trés
zonas: (i) ddp maxima na densidade de corrente igual a zero, havendo
uma diminuicdo acentuada da ddp com o aumento da corrente: nesta
Zona 0s sobrepotenciais por ativacdo sdo dominantes; (ii) a ddp cai de
forma mais lenta sendo razoavelmente linear com a corrente: nesta zona
0s sobrepotenciais 6hmicos sdo dominantes, esta regido segue a lei de
Ohm; (iii) ha uma rapida queda da ddp em altas densidades de corrente:
zona dominada pelos sobrepotenciais de concentragdo (LOGAN et al.,
2006).
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Muitos trabalhos tém empregado a voltametria ciclica e a curva
de polarizagdo como as principais técnicas eletroquimicas na analise de
CCM. Marsili et al. (2008a), Marsili et al. (2008b), Marsili, Sun e Bond
(2010) e Jain et al. (2012) utilizaram estas analises no estudo de células
eletroquimicas contendo cepas de Shewanella e Geobacter. Nestes
trabalhos pode-se avaliar e caracterizar o desenvolvimento e a
contribuicdo da biomassa aderida e do material suspenso na geragédo de
corrente elétrica pelo dispositivo. Bond e Lovley (2003) utilizaram
curvas de polarizagdo para justificar que o material solubilizado em um
reator inoculado com G. sulfurreducens ndo interferia no processo de
geracdo de corrente. Torres et al. (2008) e Lee, Torres e Rittmann
(2009) utilizaram analises de VC do biofilme anddico para modelar a
cinética de respiracdo microbiana.

2.6 MODELAGEM MATEMATICA EM CCM

Células combustiveis microbianas sdo sistemas complexos.
Processos bioldgicos, eletroquimicos e de transferéncia de massa
apresentam uma forte interagdo, afetando o desempenho dispositivo. A
investigagcdo destas inter-relacGes contribui significativamente para o
aprimoramento do sistema e a modelagem matemética € considerada
uma opcdo muito interessante para este processo (PICIOREANU et al.,
2007; RODRIGUEZ; PREMIER, 2010). Entretanto, at¢ 0 momento um
pequeno nimero de trabalhos, sobre modelagem matematica aplicada a
CCM, esta disponivel na literatura.

Os modelos disponiveis na literatura para 0 processo de geracdo
de energia elétrica na CCM se diferenciam de acordo com o nimero de
espécies e componentes considerados importantes, com o nivel de
detalhamento de cada componente, em particular do biofilme, e pelas
diferentes abordagens para modelar o mecanismo de transferéncia
eletronica.

No trabalho publicado por Zhang e Halme (1995), os
pesquisadores formularam e validaram um modelo matematico para uma
CCM de dois compartimentos, inoculada com micro-organismos
oriundos de sedimentos marinhos do mar Baltico. A CCM consistia de
trés eletrodos catodicos dispostos paralelamente e separados do eletrodo
anddico por uma membrana ion seletiva. Em ambos os compartimentos
foram empregados eletrodos de grafite. Oxigénio solubilizado em agua
foi utilizado como AE no compartimento catédico. No compartimento
anddico foi adicionado o composto 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (HNQ),
0 qual atua como mediador. O sistema era alimentado com uma solugéo
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que incluia na formulagdo uma fracdo de carne de peixe como fonte de
carbono e DE. As resisténcias (sobrepotencias) incluidas na descricao
matematica do sistema consistem nas reacfes bioldgicas e
eletroquimicas restritas ao compartimento anddico. A primeira é descrita
por uma relacdo do tipo Monod e a segunda por uma reacdo cuja
cinética é de primeira ordem. As limitagOes relacionadas aos processos
de transferéncia de massa e a cinética das reacdes catddicas foram
desconsideradas.

Picioreanu et al. (2007) apresentaram um modelo com formacéo
de biofilme e com biomassa suspensa. Os processos bioeletroquimicos
desenvolvidos no compartimento anddico foram integrados a um
modelo IbM (individual-based model) para o biofilme e aos balangos de
massa e de carga das espécies quimicas envolvidas. A cinética
eletroquimica é modelada baseada na equacdo de Butler-Volmer
aplicada a um carreador eletrénico sollvel, assumido como Unico
responsavel pela transferéncia de elétrons para o anodo. O transporte do
mediador entre 0 micro-organismo e o eletrodo é modelado pela Lei de
Fick e a cinética bioldgica segue uma relacéo do tipo modelo de Monod
limitada pelas concentra¢fes de DE e de mediador. O modelo fornece
uma descricdo multidimensional (2 D e 3 D) da formagé&o e estrutura do
biofilme, sendo capaz de prever resultados de densidade de corrente
elétrica. A validagdo do modelo foi realizada utilizando-se os dados
experimentais do trabalho de Bond e Lovley (2003). Neste, uma CCM
de dois compartimentos foi inoculada com uma cultura pura de G.
sulfurreducens e alimentada com acetato. ldénticas hastes de grafite
foram utilizadas como eletrodos em ambos o0s compartimentos. No
compartimento catédico oxigénio era fornecido como AE, borbulhando-
se constantemente ar em 4gua. Para estudar a cinética de
desenvolvimento da biomassa, o potencial elétrico do anodo foi mantido
fixo em +200 mV vs Ag/AgCl com a utilizacdo de um potenciostato.
Picioreanu et al. (2007) utilizaram os dados experimentais de geracéo de
corrente elétrica, obtidos com o potencial anédico fixo, na validacdo do
modelo.

Picioreanu et al. (2008) estenderam o modelo proposto em 2007
incluindo novas cinéticas biolégicas no equacionamento do fenémeno.
As simulagBes numéricas deste modelo fornecem informac@es sobre o
efeito que diferentes micro-organismos anaerébios, presentes no anodo,
provocam na geracao de corrente elétrica pela CCM.

Marcus, Torres e Rittmann (2007) propuseram um modelo para
CCM com formacdo de biofilme no é&nodo (1D). A principal
consideracdo do modelo é que microrganismos ativos empregam um
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sistema condutivo de transporte eletronico. O biofilme é considerado
uma extensdo do eletrodo caracterizado por um coeficiente de
condutividade. O fluxo de elétrons através do biofilme é modelado pela
Lei de Ohm. Diferentemente ao modelo proposto por Picioreanu et al.
(2007), no qual a biomassa ativa é limitada pela disponibilidade de
substrato e de mediadores, Marcus, Torres e Rittmann (2007) propdem a
limitacdo pela concentragdo de substrato e pelo potencial elétrico local
no interior do biofilme. A cinética da reacdo bioldgica é descrita pela
expressdo de Nernst-Monod ja as cinéticas das rea¢des catddicas ndo sao
consideradas. O modelo cinético de Nernst-Monod foi posteriormente
avaliada por Torres et al. (2008) e Lee, Torres e Rittmann (2009). Em
ambos os trabalhos foram empregadas culturas puras de G.
sulfurreducens em células combustiveis de dois compartimentos. Foram
empregadas células de eletrélise microbiana (CEM), nas quais acetato
era fornecido como DE. No compartimento catdédico de uma CEM
prétons e elétrons se combinam gerando hidrogénio (H,). O potencial do
anodo era controlado por meio de um potenciostado. O modelo foi capaz
de descrever adequadamente a limitacdo da cinética de geracdo de
corrente em funcdo do potencial elétrico e da concentracdo de DE. No
entanto o desenvolvimento do biofilme néo foi avaliado.

Picioreanu et al. (2010) propuseram o modelo para uma CCM
com adigdo de mediador e auséncia de biofilme. A estrutura do modelo,
comparada ao modelo de Picioreanu et al. (2007) ndo considera a
formacdo de biofilme e nem o crescimento da biomassa suspensa. A
Unica limitag@o a transferéncia de massa esté relacionada a fina camada
de liquido estagnado na superficie do eletrodo. As cinéticas das reacOes
bioldgicas e eletroquimicas no anodo foram descritas pelas equagdes de
Monod e Butler-Volmer, respectivamente. Um estudo de caso do
modelo foi realizado a partir de dados experimentais disponiveis na
literatura. Os pardmetros do modelo foram estimados a partir do
trabalho de Delaney et al. (1984). Nesse trabalho, uma CCM de dois
compartimentos foi inoculada como uma cultura pura de Proteus
vulgaris. Ao reator foi adicionado tionina, como mediador, e glicose
como DE. O eletrodo do compartimento anddico consistia de carbono
vitreo reticulado e no compartimento catédico uma folha de platina. No
catodo foi utilizado ferrocianeto de potassio como AE. O modelo foi
capaz de gerar adequadas previsGes sobre a geragao da corrente elétrica
na CCM.

Zeng et al. (2010) modelaram uma CCM de dois compartimentos
considerando o compartimento anddico e catddico como reatores CSTR,
ou seja, negligenciando a formagdo de gradientes de concentragdo de
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qualquer espécie quimica. O compartimento anédico foi inoculado com
lodo ativado de uma estacdo de tratamento de efluentes e alimentado
continuamente com acetato. Feltros de grafite foram empregados como
eletrodos em ambos os compartimentos, porém, os eletrodos catodicos
receberam uma camada de platina como catalisador. Agua saturada de ar
alimentava constantemente o catodo. O modelo foi caracterizado por
duas reacOes, uma referente ao anodo e a outra ao catodo. As cinéticas
de ambas as reacOes foram descritas como fungbes da concentracdo de
substrato (acetato no anodo e oxigénio no catodo) e dos sobrepotenciais
de cada eletrodo respectivamente. Elas consistem do produto entre uma
relacdo do tipo Monod e de Butler-Volmer. O modelo descreve os
sobrepotenciais dos eletrodos como variaveis de estado e relaciona-os
com a corrente e as cinéticas das reacGes através de um balanco de
carga, assumindo constante a capacitancia dos eletrodos. O modelo
também inclui o transporte de ions através da membrana.

Pinto et al. (2010) propuseram um modelo que descreve a
competicdo entre bactérias exoeletrogénicas e metanogénicas em uma
CCM de compartimento Unico sem membrana. A CCM foi inoculada
com lodo anaerébio e alimentada continuamente com acetato. O
eletrodo anddico consistia de feltro de grafite e o catodo de um eletrodo
de difusdo gasosa. Ambos o0s eletrodos ficavam muito préximos,
separados apenas por um tipo de tecido (Associated Brands LP, J-Cloth,
EUA), com o catodo ficando exposto diretamente ao ar. O modelo
considera que as bactérias responsaveis pela geracdo de corrente elétrica
sO se desenvolvem aderidas ao eletrodo anddico e as metanogénicas se
desenvolvem aderidas e suspensas no meio da reacdo. As limitacdes
relacionadas aos fenbmenos de transferéncia de massa foram
negligenciadas e a geracdo de corrente elétrica é limitada
exclusivamente pelas cinéticas das reacdes bioldgicas. As cinéticas
bioldgicas sdo descritas por relagdes do tipo Monod.

Os sobrepotenciais elétricos considerados importantes na
modelagem matematica de CCM estdo associados especialmente as
reacdes que ocorrem no compartimento anddico (ZHANG; HALME,
1995; PICIOREANU et al., 2007; TORRES; MARCUS; RITTMANN,
2007; PICIOREANU et al., 2008; PICIOREANU et al., 2010, PINTO et
al., 2010; RODRIGUEZ; PREMIER, 2010). A Figura 2.6 ilustra os
principais sobrepotenciais do anodo e suas respectivas origens (NOLL,
2006; TORRES et al., 2010).
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Figura 2.6 - Representacdo esquematica das principais origens de sobrepotencial
do compartimento anédico. Epg € 0 potencial elétrico do DE; E,, é o potencial
elétrico das proteinas presentes na membrana celular (AE insolUvel); Ejyeerface
é o potencial elétrico na interface do eletrodo. Fonte: Torres et al., 2010.
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A Figura 2.6 expde que os sobrepotenciais estdo relacionados a
reacOes de origem intra e extracelular. O sobrepotencial intracelular est4
associado ao metabolismo microbiano (Epg — Ey), enquanto 0s
sobrepotenciais de origem extracelular estdo associados a0 mecanismo
de TEE (Ey — Einterface) € @ reagéo de reducdo que ocorre na superficie
do eletrodo (Einterrace — Eanoao)- POrém, existem varios outros tipos de
sobrepotencial extracelular, além destes ilustrados na figura acima
como, por exemplo, 0s sobrepotencias relacionados aos mecanismos de
transporte de massa e carga no interior do reator, que também podem
interferir na geracdo de corrente e muitas vezes sdo incluidas através de
equac0es de conservagao junto ao equacionamento do fendmeno.

2.6.1 Sobrepotencial intracelular

Na oxidacdo de um DE, os microrganismos geram compostos
intracelulares reduzidos na forma de carreadores de elétrons. Para gerar
energia, esse carreador é oxidado pela transferéncia de seus elétrons
para o sistema de TEE, o qual os descarrega a um aceptor final.

Quando a concentragdo de DE é a etapa limitante do processo, a
densidade da corrente pode ser escrita usando uma equacgao do tipo
Monod, Equacdo (2.14) (RITTMANN; McCARTY, 2001).
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Spe (2.14)

4pE = 9pEmaxXa m

na qual g,; ¢ a velocidade de utilizacdo de substrato (gm?>s™)
(velocidade de consumo de DE por unidade de volume de solugdo no
reator), ApEmag ¢ a velocidade especifica maxima de utilizacdo de
substrato (g g~ s™), S,z é a concentracdo méssica de substrato (g m™),
Ks,. € a concentragdo massica de substrato (g m?) para qpr =
0,59pEmaxX4, € X, € a concentracdo massica de biomassa ativa no
volume de reagdo (g m™).

A Equacdo (2.14) pode ser adaptada para biomassa na forma de
biofilme, sendo a velocidade de utilizagdo do substrato expressa como o
fluxo de substrato para o biofilme (Equacdo (2.15)) (RITTMANN;
McCARTY, 2001).

. (2.15)
= L S +Ke |
JpE = ApEmaxapPrlsfa Spg + Ksppap

na qual J,5 é o fluxo de substrato para o biofilme (g m sh, dpEmax.ap €
a velocidade especifica maxima aparente de utilizagdo de substrato
(@97 s™), Ks,,qp 6 @ concentragio massica aparente de substrato (g m™)
para atingir Jpr = 0,5qpemax.apPsls, fo € a fragdo volumétrica de
biomassa ativa no biofilme, p, (g m™) e L;(m) sdo a massa especifica e a
espessura do biofilme, respectivamente.

Os pardmetros cinéticos da Equagdo (2.15) sdo denominados
aparentes, pois ha a formacdo de gradientes de substrato no interior do
biofilme que ndo séo considerados na equacao.

A velocidade de utilizacdo do substrato nas Equacdes (2.14) e
(2.15) é proporcional & velocidade na qual os elétrons sdo transferidos
para 0 AE na respiracdo. No caso de um biofilme anddico, o fluxo de
elétrons para o eletrodo é equivalente a densidade da corrente elétrica j
(Am?) gerada no dispositivo (Equagdo (2.16)) (LEE; TORRES;
RITTMANN, 2009).

Jj= FysfeojDE = FysfquDEmax,apprffa$ (216)
DE SpE,ap
na qual y, é a quantidade total de moles de elétrons que poderia ser
oxidada por grama de DE (molg?), F é a constante de Faraday
(C mol™) e fe® é a eficiéncia de Coulomb.
O valor de j atinge um maximo quando Spg > Kg, . ap
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jmax,ap = YSfeOQDEmax,apprffa (217)

na qual j,qxqp € @ densidade maxima da corrente elétrica (A m).
Substituindo a Equacéo (2.17) na Equacéo (2.16),

i=j SpE (2.18)
manAp S + K, ap

A Equacdo (2.18) descreve um comportamento do tipo modelo de
Monod em termos da densidade da corrente como uma forma
representativa de limitacdo na geracdo de corrente elétrica apenas pela
disponibilidade de substrato no reator (TORRES; MARCUS;
RITTMANN, 2007; LEE; TORRES; RITTMANN, 2009).

Se a correte elétrica for limitada pela disponibilidade do aceptor
de elétrons, ela também pode ser modelada por uma relagdo do tipo
Monod quando a bactéria utiliza um AE sollvel (mediadores). Neste
caso, a relagdo é semelhante aquela descrita pela Equacéo (2.18), porém,
em funcdo da concentracdo do carreador na forma reduzida, como
ilustrado na Equacéo (2.19) (PICIOREANU et al., 2007).

. Saz (2.19)

J] = Jmax,ap m

na qual S, é a concentracio massica do aceptor de elétrons (g m™).

No entanto, a Equagdo (2.19) ndo pode ser utilizada para
descrever a resposta da corrente quando o aceptor de elétrons consiste
de um sélido insolivel (material que compbe o biofilme). Marcus,
Torres e Rittmann (2007) consideram o biofilme um sélido condutor no
qual os elétrons fluem do microrganismo para o eletrodo devido a um
gradiente de potencial elétrico desenvolvido em seu interior. Para
referenciar o biofilme como um AE e distingui-lo de um tradicional
aceptor sollvel, o potencial elétrico do biofilme foi relacionado a uma
concentracdo de AE utilizando a equacéo de Nernst.

RT <SAE°> (2.20)

EM = EAEO _ﬁln

SAE

na qual E, é o potencial elétrico do AE insolivel (V), E.z° é o

potencial elétrico padréo de reducdo do AE-anodico (V), R é a constante
ideal dos gases (J mol K?), T é a temperatura (K), n é 0 nimero de
moles de elétrons por mol de molécula envolvido na reacéo (mol mol™),
S.z € a concentracdo molar de AE gmol m?) e S,;° é a concentracio
molar padrdo de AE-anddico (mol m™).
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Por convencdo, foi assumido n =1 e definido Ex, como o
potencial elétrico quando Sy = K, ap € j = 0,5/max,ap, 8SSIM:

RT < Sz’ ) (2.21)

EKA = EAEO ——1In

F KSAE:ap

Substituindo as Equagdes (2.20) e (2.21) na Equagdo (2.19),
obtém-se,

o 1 (2.22)
j = ]max,a
’ 1+exp[—%(EM—EKA)]

A Equacdo (2.22) é conhecida como modelo de Nernst-Monod.
Qualitativamente, o potencial elétrico do anodo-biofilme é analogo a
concentracdo do AE, aceitando os elétrons da bactéria (MARCUS;
TORRES; RITTMANN, 2007).

2.6.2 Sobrepotencial extracelular

Os principais processos cinéticos envolvidos nos sobrepotenciais
de origem extracelular sdo o transporte de elétrons da bactéria para a
superficie do anodo e a reacdo eletroquimica na interface carreador
eletrénico/eletrodo.

Experimentos tém demonstrado que as cinéticas de reacles que
ocorrem na interface solucdo/eletrodo sdo fortemente afetadas pelo
potencial elétrico do eletrodo. Em células combustiveis, as cinéticas das
reacOes de interface sdo frequentemente descrita pelo modelo de Butler-
Volmer (BARD; FAULKER, 2001).

O modelo de Butler-Volmer ¢ derivado de uma reacéo reversivel
ocorrendo na interface eletrodo/solucdo, onde uma espécie quimica, nas
formas oxidada (Ox) e reduzida (Rd), troca n elétrons com o eletrodo.

ke
Ox +ne” k\——‘ Rd

Ambas as direcGes da reacdo ocorrem simultaneamente com
velocidades, r. e r, (mol m?s™), proporcionais & concentracdo de
reagentes, [Ox] e [Rd] (mol m™) na superficie do eletrodo, conforme
apresentado nas Equacdes (2.23) e (2.24).

1, = k[0x] (2.23)

Ta = kq[Rd] (2.24)
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na qual k, e k. sdo as constantes da velocidade da reacéo (m s™).

Nesta reacdo, os elétrons sdo consumidos e liberados
simultaneamente, portanto, a corrente liquida de transferéncia eletrénica
é dada pela diferenca entre o consumo e a geragdo de elétrons.

j = nF (ke[0x] = kq[Rd]) (2.25)

No modelo de Butler-Volmer, as constantes de velocidade da
reacdo variam com a temperatura e o potencial elétrico do eletrodo,
sendo bem descritas por relagdes do tipo Arrhenius. A Equacédo (2.26)
ilustra 0 modelo de Butler-Volmer (BARD; FAULKER, 2001).

anF(Eanodo - Einte‘rfaceo)] _

RT

j =Jo {exp
(2.26)

(1 - a)nF(Eanodo - Einterfaceo)
—exp RT

na qual j, ¢ a densidade de corrente de intercAmbio do sistema —
grandeza caracteristica da reagdo e do material do eletrodo (A m?),
Einterrace” € 0 potencial padrdo da reagdo ocorrente na interface do
eletrodo (V) e a« € uma constante cujo valor varia entre 0 e 1.

O valor de « esta relacionado a simetria da barreira da energia de
ativagdo da reagdo, sendo « = 0,5 uma aproximacdo usualmente
assumida nos estudos eletroquimicos (BARD; FAULKER, 2001).

O modelo de Butler-Volmer é valido para ambas 0s
compartimentos, anodo e catodo, em uma célula combustivel (BARD;
FAULKER, 2001). Nos modelos propostos por Picioreanu et al. (2007)
e Zeng et al. (2010), as cinéticas das reacdes que ocorrem na superficie
do eletrodo foram baseadas na equagéo de Butler-Volmer.

Embora os mediadores aumentem a atividade bacteriana por
unidade de area superficial do eletrodo, a distancia entre o micro-
organismo e 0 anodo torna-se um fator limitante (PICIOREANU et al.,
2007). O transporte do mediador entre a bactéria e o eletrodo ocorre
predominantemente por difusdo. Desta forma, é possivel descrever a
densidade da corrente elétrica com a utilizacdo da Lei de Fick quando o
fluxo do mediador na direcdo do eletrodo é a etapa limitante do
processo. A Equacdo (2.27) descreve a densidade da corrente elétrica em
termos do fluxo difusivo molar do mediador para um sistema
unidirecional com propriedades fisicas constantes.

Dy ASy (2.27)
Az

j=nF
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na qual D,, é o coeficiente de difuséo do mediador no meio (m?s™), Az é
a distancia de transporte e AS,, é a diferenca de concentracdo molar do
mediador (mol m°).

A Lei de Fick também pode ser empregada para contabilizar as
perdas de potencial relacionadas as concentragdes de substrato no
interior de biofilmes, como demonstram os modelos de Marcus, Torres e
Rittmann (2007) e Picioreanu et al. (2007).

No mecanismo de transferéncia através de um sélido condutor, a
velocidade de transferéncia de elétrons do micro-organismo para 0
eletrodo é restrita pela condutividade da matriz do biofilme. Marcus,
Torres e Rittmann (2007) empregaram a Lei de Ohm para modelar o
mecanismo de TEE atraves do biofilme. A Equacgdo (2.27) descreve o
fluxo eletrénico em um solido condutor para um sistema unidirecional.

ABpioritme (2.28)

J=—kpio Az

na qual k,;, é a condutividade elétrica do biofilme (S m™) e AEpiofitme €
a diferenca de potencial elétrico no interior do biofilme (V).

A Equagdo (2.28) descreve que fluxo eletrénico do
microrganismo para o eletrodo é proporcional a uma diferenca na
atividade de elétrons ao longo da espessura do biofilme
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 INOCULO E MEIO DE CULTIVO

Sedimento de origem marinha coletado no estuario da Lagoa dos
Patos, litoral sul do Brasil, estado do Rio Grande de Sul, foi utilizado
como in6culo paraa CCM.

O meio de cultivo empregado era composto de NaHCOj3;
(2,59 L"), CaCl,.2H,0 (0,1 g L™, KCI (0,1 g LY, NH,CI (1,5gL™,
NaH,PO,H,0 (0,6gL™), NaHPO,12H,0 (1,87gL™), NaCl
(01gL", MgClL.6H,0 (0,1gL™), MgSO.7H,0 (0,1gL™,
MnCl,.4H,0 (0,005 g L™), NaM00O,.2H,O (0,001 gL™) e extrato de
levedura (0,05 g L™).

Como fonte de energia (DE) e carbono, utilizou-se o ion acetato
(CHsCOO") nas concentracdes de 5g L™ e 10 g L™ de DQO. A massa
dos componentes do meio de cultivo foi mensurada em balanca analitica
(Gehaka, AG220S, Brasil).

3.2 SISTEMA EXPERIMENTAL

O volume total da CCM foi de 2,5 L, sendo 60% destinado ao
compartimento anodico (1,5L) e 40% dedicados ao compartimento
catédico (1 L), ambos os compartimentos foram separados por uma
membrana catibnica (Membranes International Incorp., CMI-7000S,
EUA).

O compartimento anddico foi mantido em limitacdo de oxigénio e
sob agitacdo constante por meio de um impelidor a 300 rpm, mantendo
0 sistema homogéneo e evitando a sedimentacdo da biomassa. Neste
compartimento, foram introduzidos dois eletrodos anddicos a 5 ¢ a
10 cm da membrana. Os eletrodos foram conectados em paralelo ao
eletrodo catddico, localizado na cdmara catodica, a 5 cm da membrana.
Os eletrodos eram compostos de placas de grafite com area superficial
de 115 cm? cada. A Figura 3.1 ilustra a configuracdo da CCM, na qual
as siglas CA e CC indicam o compartimento anddico e o compartimento
catodico, respectivamente, a sigla M indica a membrana catiénica e as
siglas Al e A2 indicam os dois eletrodos anddicos posicionados a 10 e a
5 cm da membrana catinica.
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Figura 3.1 - Representacdo esquematica da CCM experimental.
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No compartimento catédico adicionou-se uma solucdo de
ferrocianeto de potéssio (KsFe(CN)g), com concentracdo de 50 mM,
como aceptor final dos elétrons. Um circuito elétrico externo, com
resisténcia (Rex) de 1kQ, conectava os eletrodos de ambos 0s
compartimentos da CCM. A diferenca de potencial elétrico (ddp) foi
medida em multimetro digital de bancada (lcel, MD6680, Brasil) com
auxilio de um software (Icel, UT803 versdo 1.00, Brasil) para aquisicao
e registro dos dados em um terminal computador a cada 60s. A
temperatura do sistema foi mantida a 35 °C pelo acondicionamento da
CCM em camara termostatizada (Eletrolab, modelo EL101/2, Brasil).

3.3 CONDIGOES OPERACIONAIS

A CCM foi inoculada com a suspensdo obtida pela mistura da
suspensdo de sedimento marinho com de meio de cultivo a 5g L™ de
DQO na proporcdo 2:1. A concentracdo inicial de sélidos suspensos
totais (SST) foi de 43,5 g L™*. Durante dois dias, a CCM foi operada em
modo batelada (periodo de start up) e na sequéncia foram iniciados os
ciclos operacionais compostos alternadamente pelos regimes de batelada
sequencial (sequential batch reactor) (SBR) e continuo (CON).

No regime de batelada sequencial era realizado o reciclo parcial
de células oriundas da renovacao diéria de 0,3 L do fluido anddico. Os
ciclos de alimentacdo de 24 h realizados durante o regime de SBR foram
realizados, por meio da renovacdo do efluente anddico, conforme
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procedimentos descritos a seguir: alimentacdo de 0,3 L de meio de
cultivo, contendo 75% dos solidos presentes no efluente retirado do
reator (0,2 h); mistura e reagdo quimica para conversdo bioeletroquimica
(23 h); remocdo do efluente do reator (0,2 h); separagdo dos sélidos
suspensos no efluente do reator (0,6 h). Este Gltimo procedimento foi
realizado em centrifuga (Hitachi, modelo CR22 Glll, Japdo), com
velocidade de rotacdo ajustada em 18.800 g. Parte dos solidos (75%)
obtidos pela centrifugacdo eram suspensos na solucdo de alimentacdo e
retornavam ao sistema, reestabelecendo o volume de liquido no reator.
Durante o procedimento de renovacdo do meio de cultivo a agitagdo no
compartimento era temporariamente interrompida.

O regime continuo (CON) foi realizado com diferentes vazdes de
meio de cultivo durante 24 horas. O procedimento foi realizado com o
emprego de uma bomba peristaltica (Milan, BP-200, Brasil) conectada
ao compartimento anddico. Nos duzentos e oitenta dias de operagao, o
reator foi operado em modo continuo por oito vezes, nas vazdes de
alimentacdo de 2,70Ld™ (CON1), 2,50Ld* (CON2), 1,77Ld*
(CONB3), 2,77 Ld* (CON4), 2,50 Ld™ (CON5), 4,60 Ld™* (CONS),
9,66 Ld* (CON7) e 17,43 L d™ (CON8). Apé6s cada regime continuo,
retomava-se a operagao em regime de batelada sequencial na CCM.

A Figura 3.2 apresenta uma linha de tempo que ilustra os ciclos
operacionais utilizados na CCM ao longo dos duzentos e oitenta dias de
operacdo. Durante as duas primeiras etapas de batelada sequencial, a
concentragdo do fon acetato na solugdo de alimentagdo foi 5g L™ de
DQO (SBR5), e as demais foram conduzidas na concentragdo de
10 g L™ de DQO (SBR10).

Figura 3.2 - Regime operacional da CCM ao longo dos duzentos e oitenta dias
de operacéo. Legenda: e Start up, m Continuo, = Batelada sequencial 5g L™ de
DQO, o Batelada sequencial 10 g L™ de DQO.
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O compartimento catddico foi operado em regime de batelada
sequencial, por meio da renovacgéo total da solucdo de ferrocianeto de
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potassio. O compartimento catoédico era esvaziado e seu volume
reestabelecido com a nova solugdo na concentracdo de 50 mM. Durante
a operacao da CCM foram realizadas no total, vinte e trés renovacdes da
solucdo catddica, as quais ocorreram nos dias: 8, 13, 20, 22, 44, 55, 70,
90, 105, 118, 132, 146, 157, 167, 177, 188, 199, 209, 220, 230, 244, 254
e 265 do experimento.

3.4 ANALISE QUIMICA

Os solidos suspensos foram obtidos através de filtragdo em
membrana de acetato de celulose (0,45 pm) e posterior secagem por 15
minutos a poténcia de 180 W, de acordo com metodologia apresentada
por Olsson e Nielsen (1997).

3.5 ANALISES ELETROQUIMICAS

Anadlises de voltametria ciclica (VC), curvas de polarizacdo e a
medida da corrente elétrica gerada pela CCM durante a operagéo foram
os procedimentos eletroquimicos empregados na identificacdo do
mecanismo de TEE e na caracterizacdo da cinética de respiracdo
microbiana do indculo de origem marinha.

3.5.1 Densidade da corrente elétrica

A densidade da corrente elétrica j (A m?) foi determinada pela
Equacdo (3.1), através da medida da ddp (V,,;) desenvolvida pela CCM
(V) no circuito elétrico com resisténcia conhecida R,,; (Q).

1 (Vcel) (3.1)

B ARanodo Rext

J

na qual AR,,q, € @ area total dos eletrodos anddicos (AR 040 = A1 +
+A2 = 0,023 m?).

3.5.2 Voltametria ciclica (VC)

As andlises de VC foram realizadas na CCM concebida para o
estudo do biofilme e em uma célula eletroquimica para o estudo do
material suspenso em solucdo. O material suspenso em solugdo consistia
do efluente dos processos de lavagem.

Todas as andlises foram realizadas empregando-se um
potenciostato (Metrohm, PGSTAT 101, Suica) e eletrodo de Ag/AgCl
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KCI 3M (Metrohm, 6.0726.100, Suica) como eletrodo de referéncia
(ER). Nas andlises de CV realizadas na CCM foram empregados o
eletrodo A2 e o eletrodo do compartimento catédico como eletrodo de
trabalho (ET) e contra eletrodo (EC), respectivamente. O eletrodo A2 foi
selecionado por estar mais préximo ao EC (menor resisténcia 6hmica).

No estudo do material suspenso, as analises foram conduzidas em
uma célula eletroquimica com trés eletrodos e volume atil de 40 mL.
Nesta célula foi empregado um eletrodo de carbono vitreo (Metrohm,
OD =6 mm, ID = 1,6 mm, QAO017, Suica) como ET e um eletrodo de
platina (Metrohm, 6.0331.000, Suica) como EC. Os parametros
selecionados para a realizacdo da técnica foram: Ejyicia = -0,6 V' (vs
Ag/AQCl), Efina = 0,0V (vs Ag/AgCI), tempo de equilibrio de 5,
velocidades de escaneamento de 0,2, 1, 2,5, 5 e 10 mV s e 3 ciclos por
analise. Para as analises de VC do material suspenso, foram utilizados
0S Mesmos parametros, exceto a taxa de escaneamento de 2,5 mV s™.

O intervalo de -0,6a 0,0 V (em relagdo ao eletrodo padrdo de
hidrogénio -0,378 a 0,222 V vs EPH) foi selecionado a fim de evitar
injurias as células decorrentes de elevados potenciais de reducdo ou
oxidacdo e, a0 mesmo, tempo garantir a avaliagdo do processo de
oxidacdo de interesse. Esta faixa de trabalho é semelhante aquela
empregada em estudos com alguns microrganismos da espécie
Geobacter e Shewanella (-0,558 a 0,242 V vs EPH) (MARSILI et al.,
2008a; MARSILI et al., 2008b, MARSILI; SUN; BOND, 2010).

Em uma anélise de VVC o potencial elétrico do ET é modificado a
uma determinada velocidade e esta tem efeito sobre a corrente elétrica
mensurada em cada potencial. A corrente elétrica resultante &
constituida por duas componentes, uma corrente faradaica (relativa a
reacdo de oxirreducdo) e uma corrente capacitiva (corrente transiente
provocada por mudancas de carga na interface eletrodo-solucdo). Para
altas taxas de escaneamento, elevadas correntes capacitivas podem ser
geradas, sobrepondo-se significativamente ao sinal de interesse.
Geralmente, em eletrodos cobertos por biofilmes, a corrente capacitiva
mascara a corrente faradaica. Desta forma, as baixas velocidades de
escaneamento selecionadas buscaram reduzir os efeitos da corrente
capacitiva na resposta da andlise (HARNISCH; FREGIA, 2012).
Segundo LaBelle e Bond (2010), em andlises de VC em CCM o
potencial elétrico é alterado em velocidades de 1 a 10 mV s™.

Em velocidades de escaneamento lentas, por hipétese, para cada
potencial aplicado a velocidade da reacdo de oxidacdo estabelece o
estado estacionério, refletindo, na resposta fisiolégica da biomassa
(comportamento catalitico do biofilme) em cada condic&o.
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As andlises de VC empregadas para a modelagem da cinética
microbiana foram realizadas a partir do 160° dia de opera¢édo do sistema,
garantindo-se o completo desenvolvimento do biofilme exoeletrogénico
sobre o eletrodo. Apenas as andlises de VC nas velocidades de
escaneamento que revelavam o comportamento catalitico do biofilme
foram utilizadas na modelagem. Qito conjuntos de analises de VC (em
diferentes velocidades) foram realizados. Os dias do experimento em
gue se procederam as analises foram: 161, 182, 195, 206, 220, 226, 256
e 276.

Os regimes continuos no reator eram conduzidos em periodos de
24 horas. Durante a operacdo, amostras de efluente (40 mL) eram
coletadas e conduzidas para a célula eletroquimica na qual foram
realizadas as analises de VC do material suspenso. Amostras de efluente
eram obtidas nos intervalos de tempo de 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 horas
apos o inicio do regime continuo.

3.5.3 Curva de polarizagéo

As curvas de polarizacdo foram geradas através da variacdo da
resisténcia externa do circuito, empregando-se resistores na faixa de 5 a
35.000 Q. Cada resisténcia (R,,.) era mantida na CCM o tempo
suficiente para que a ddp desenvolvida no dispositivo estabilizasse. A
diferenca de potencial elétrico (ddp) foi medida em multimetro digital
de bancada (Icel, MD6680, Brasil) e as leituras de ddp eram tomadas
apenas apos a estabilizacdo de seu valor.

Este procedimento foi realizado para: a) circuito 1, que
compreende o eletrodo Al e o eletrodo catddico; b) circuito 2, que
compreende o eletrodo A2 e o eletrodo catdédico. A densidade da
corrente elétrica foi determinada pela Equagéo 3.1.

Foram realizadas no total 24 curvas de polarizagéo, sendo doze
delas para o circuito 1 e doze para o circuito 2. Os dias em que se
procederam as analises foram: 154, 167, 177, 188, 196, 209, 216, 230,
244,252, 265 e 272.

As resisténcias éhmicas (R,.,) dos circuitos foram estimadas,
através da andlise grafica da curva de polarizacdo na regido de queda
constante da ddp em funcéo corrente, Equagdo 3.2 (LOGAN, 2006).

AVee .
Ropm = Al : (3 2)
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3.6 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica da cinética de respiragdo microbiana
sob a influéncia do potencial elétrico do anodo foi baseada na proposta
de Marcus, Torres e Rittmann (2007). O compartimento anodico e 0s
componentes conceitualmente importantes considerados no modelo
estdo representados esquematicamente na Figura 3.3.

O biofilme é considerado composto de micro-organismos ativos e
de biomassa inerte (matriz  extracelular), desenvolvendo-se
perpendicularmente a superficie do eletrodo e utilizando um sistema
condutivo como mecanismo de TEE. O substrato presente na solucéo
liquida agitada difunde para o interior do biofilme (setas amarelas),
sendo consumido pelos micro-organismos exoletrogénicos dando
origem aos elétrons que serdo transportados para o anodo através do
material extracelular que compde o biofilme (setas pretas). A hipotese
de que os micro-organismos possam utilizar um sélido condutor como
mecanismo de TEE é suportado principalmente pela descoberta de que
alguns micro-organismos utilizam nanofios como mecanismo de
transferéncia de elétrons (REGUERA et al., 2005; GORBY, et al.,
2006).

Figura 3.3 - Representacdo esquematica do compartimento anddico para o
modelo de Marcus, Torres e Rittmann (2007).
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Para modelar a cinética microbiana foi utilizado o modelo de
dupla limitacdo de Nernst-Monod, o qual descreve que a velocidade de
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utilizacdo do doador de elétrons € limitada tanto pela disponibilidade de
substrato quanto pelo potencial elétrico no interior do biofilme
(MARCUS; TORRES; RITTMANN, 2007). Para a biomassa aderida, a
cinética microbiana é expressa como o fluxo de DE para o interior do
biofilme de acordo com a Equacéo (3.3).

(3.3)

o = amp fiL [ Spe(2) ] 1
DE maxPfla=f Spe(2) + Kpgap 1+exp [_;_Tn(z)]

na qual, /pg(2) € o fluxo méssico de DE em uma dada posicéao espacial
no interior do biofilme (gm? s') max ¢ a velocidade especifica
méxima de consumo do DE (gg's™), pr € a massa especifica do
biofilme (g m?®), f, é a fracdo volumétrica de biomassa ativa, Lf éa
espessura do biofilme (M), 1(2) = Epiorime (2) — Ex,» Epiofume(2) € O
potencial elétrico em uma dada posicdo espacial do biofilme (V), Ex,
potencial elétrico do biofilme (V) para que Jpe = 0,5@maxPsfals, Spe(2)
é a concentracdo massica do DE (g m™) em uma dada posugao espacial
do biofilme, K,z é a concentragdo méssica de DE (gm ) para que
Jpg = 0,5qmaxPrfals, F € a constante de Faraday (Cmol™?), R é a
constate universal dos gases (J mol*K™) e T ¢é a temperatura do sistema

(K).

Os experimentos de voltametria ciclica e as curvas de
polarizacdo, empregados para a modelagem da cinética microbiana,
eram realizados sempre apds os periodos de alimentacéo diaria (10 g L™
de DQO em 20% do volume do anodo), ou seja, em concentra¢des
iniciais do fon acetato de aproximadamente 32,3 mM no compartimento
anodico. Em reatores com formacdo de biofilmes de Geobacteraceae,
guando a concentracdo do ion acetato é maior que 5mM, acetato
adicional ndo tem qualquer efeito sobre a taxas de geracdo de corrente
(LaBELLE; BOND, 2010). Torres et al. (2008), para garantir que a
concentracdo de DE ndo representasse um fator de limitagcdo na geracao
da corrente, mantinham a concentracdo de acetato no reator acima de
22 mM. No trabalho apresentado por Lee et al. (2009), para minimizar
os efeitos da limitacdo de substrato, foi utilizado uma concentracdo de
10 mM. Marsili et al. (2008b) mostraram que a corrente elétrica era
somente afetada em concentragdes de acetato menores que 3 mM.

Essas observacdes suportam a hipétese de que a geracdo de
corrente elétrica nas analises de VC e curva de polarizacdo do reator ndo
foi limitada pela oferta de DE, mas apenas pelo potencial elétrico
aplicado ao anodo. Assim, na Equacdo (3.3), o termo referente a
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limitacdo de DE, (5”—5) foi aproximado para a unidade, e os efeitos
SDE+K5DE

provocados pela limitagdo ao transporte de massa foram
desconsiderados.

A velocidade de utilizacdo de DE microbiana é proporcional a
velocidade na qual os elétrons sdo transferidos para 0 AE na respiracao.
No caso de um biofilme anddico, o fluxo de elétrons para 0 AE
(eletrodo) é equivalente a densidade da corrente elétrica (LEE;
TORRES; RITTMANN, 2009). Considerando desprezivel o efeito do
transporte eletrdnico ao longo do biofilme, a cinética microbiana pode
ser entdo analisada em termos da densidade da corrente através da
Equago (3.4).

j = Fysfeoqmaxpfafal‘f

! l (3.4)

1+exp (—%n*)l  Jma 1+exp (—%n*)

na qual n* = Eqnoao — Ex,» Eanoao € 0 potencial elétrico do anodo (V),
y, € a quantidade total de moles de elétrons que poderia ser oxidada por
grama de DE (mol g™), fe® é a fracdo de elétrons transferida para o
eletrodo e j,,., € a densidade de corrente elétrica maxima gerada pelo
biofilme (A m™).

No entanto, se o transporte de elétrons através do biofilme afetar
a geracdo de corrente elétrica a Equacdo (3.4) ndo pode ser empregada
na sua forma original. Para obter o fluxo de elétrons no biofilme foi
utilizada a Lei de Ohm descrita pela Equacdo (3.5) para um sistema
unidirecional (MARCUS; TORRES; RITTMANN, 2007),
. dn(z) 3.5
J(@) = —kpio—7 = (3:5)
na qual k,;, é a condutividade elétrica da biomassa aderida (S m™).

Quando a k,;, desempenha papel importante na limitacdo da
geracdo da corrente elétrica, ha a formacdo de gradientes de potencial
elétrico no interior do biofilme. A distribuicdo espacial de cargas foi
descrita pelo balango diferencial de acordo com a Equacéo (3.6).

dj 1
]d(Z) + F)/Sfeoqmaxpfafa 7 =0 (36)
z 1+ exp [—Wn(z)]

na qual o primeiro termo descreve a variagdo na densidade da corrente
através da extensdo do biofilme e 0 segundo termo representa a geragao
de elétrons devido ao metabolismo microbiano (termo fonte).
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Combinando as Equacgdes (3.5) e (3.6), e substituindo
FYsfe®qmaxPrafa = jmax/Ls, Obteve-se a expressdo que descreve o
gradiente de potencial elétrico no interior do biofilme (Equacéo (3.7)).

Kbiodzn_(zz)_jmax{ ! 7 }= 0 (3.7)
dz Ly (1 + exp [— W?](z)]

A solucdo Unica da Equacdo (3.7) requer duas condicdes de
contorno: o potencial elétrico é constante na interface anodo/biofilme
(Equacdo (3.8)) e a auséncia de fluxo eletrbnico na interface
biofilme/solucdo (Equacéo (3.9)):

z=0, N = Vanodo (38)

z =Ly, Kbpio g—z =0 (3'9)
na qual V04, € definido em relacdo ao Ex4, Vanodo = Eanodo — Exa-

Assim, considerando o efeito do mecanismo de TEE, a cinética
microbiana pode ser analisada em termos da densidade da corrente pelo
sistema formado pelas Equagdes (3.5), (3.7), (3.8) e (3.9).

Definindo-se a coordenada espacial adimensional ¢ € [0,1] como
¢ = z/Ly e rearranjando as equacGes na nova coordenada, obtém-se o
sistema de Equacdes (3.10), (3.11), (3.12) e (3.13) na qual C é um
parametro definido como a razdo ky;, /Ly, sendo que C~* = L¢/ky;,
pode ser interpretado como uma resisténcia do biofilme a transferéncia
de elétrons.

. dn (3.10)
j=-Cl=%
@),

2
CZ Z _jmax ! =0 (311)

§ 1+ exp (—Wn)
Ne=0 — Vanodao = 0 (3.12)
¢, (3.13)
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3.6.1 Solugao numérica

A solucdo do sistema de equagdes baseou-se no Método das
Diferencas Finitas (MDF), o qual utiliza a aproximacé&o das derivadas da
funcdo incognita do modelo, n(¢), por equacdes das diferencas em um
intervalo finito (A¢). Estas aproximacOes foram obtidas pelo
truncamento no segundo termo da expansdo em série de Taylor das
respectivas derivadas (PATANKAR, 1980).

O dominio matemético do modelo foi redefinido e transformado
em um conjunto discreto de valores da variavel dependente (n) em
valores pré-determinados da variavel independente (). Seja n(¢) a
fungdo definida no intervalo 0 < ¢ <1 e este intervalo representado
pelo conjunto ¢ =0, &, &,,...,1. Desse modo, a representacdo discreta
de () € ni= ®(0), n(), n(&y),..,n(1)) onde o valor n(&) €
representado por ;.

O intervalo discretizado (malha computacional) foi representado
por cinquenta pontos com um espagamento fixo (A¢) de 1/49 entre cada.
A Figura 3.4 ilustra a malha computacional utilizada.

Figura 3.4 - Representacdo esquematica do dominio matemético sobre o
biofilme discretizado para a solu¢do numérica do modelo.
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Para o calculo do gradiente de potencial elétrico e do fluxo de
elétrons entre o biofilme e o eletrodo, o sistema de equacBes nao
lineares, apresentado na forma discretizada pelas Equacdes (3.14)
(biofilme, 1 <i<l), (3.15) (interface anodo/biofilme, i=1) e (3.16)
(interface biofilme/solucdo, i=1), foi solucionado pelo método de
Newton para sistemas ndo lineares (BURDEN; FAIRES, 2011).



70

'max 1
—Mi+1 T 20— Ni—1 + Afzj a {—F} =0 (3.14)
1+exp [— ﬁ’?i]
m— Vanodo =0 (315)
—27“_1 + 27]| + Afzhn%{;}?} =0 (316)
1+ exp [— ﬁ’?l]

Neste método para sistemas ndo lineares, é gerada uma sequéncia
de iteragdes (n:%, 1% 3% ....,m_.%m% que converge para a solugdo
contanto que a aproximacdo inicial (7,1, 7%, nst, ..., m-1Lmt) esteja
suficientemente préxima da solucdo (14, 12 N3 - M-, M) € QUE a
matriz Jacobina do sistema exista. A estrutura iterativa para a aplicacdo
do método é representada pela Equacao (3.17).

D) = po — j () F () (3.17)

na qual k é o contador iterativo do método, n € o vetor com |
componentes, F(n) é a funcdo vetorial de variavel vetorial e J(n) é a
matriz Jacobiana de F(n), isto é,

n= (ThrT)zJ)s' ---T)|—1,77|) (318)
Fm) = (AGD, L), fs(), ..., i (), i) (3.19)
[0fi(m) 0fi(m) . ofi() ]
ony on, an
of(m) of2(m) of2(m)
Ja) =| on, a, oy (3.20)
R Of)  9fim)
L Oy an, an

nas quais f,(p), ), .... iGD, ..., film) equivalem a cada uma das I
equacdes que compde o sistema de Equacgbes (3.14), (3.15) e (3.16).

A resolucdo numérica do modelo foi realizada no software
Matlab (MatchWorks, 7.13, EUA) e o critério de convergéncia assumido
foi que [n® —n®&Y| < 10715, A Figura 3.5 esquematiza o algoritmo
para 0 método de Newton implementado no software para a resolucéo
do modelo.
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Figura 3.5 - Fluxograma do Método de Newton para sistemas ndo lineares
utilizado para a resolucdo numérica do modelo. Sendo I=J o ndmero total de
pontos utilizados para descrever o modelo na forma discreta e K o nlimero total
de interagBes do método.

1* = n0 (aproximacio inicial),
k=1, i=1, j=1, K, I=J.

v
-}
v
—-l Fa) = £i (n¥) |
afi (n¥
Ja®) = f",sj') «
!
j=j+1
i=i+l
S

4»

k= K 4 @R tr

@

Apo6s o calculo do gradiente de potencial elétrico no interior do
biofilme, foi possivel calcular a corrente elétrica gerada pela biomassa,
discretizando a Lei de Ohm (Equacéo (3.21)).

(12 —m1) (3.21)
A¢

j=~¢
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3.6.2 Estimativa de paréametros

As equacbes que descrevem a cinética de geracdo de corrente
elétrica em funcdo do potencial do &nodo (sem considerar 0 mecanismo
de TEE: Equacdo (3.4); e considerando este mecanismo: Equacles
(3.10), (3.11), (3.12) e (3.13)) foram ajustadas aos dados experimentais
de j vs Eznoq0 Para as analises de VC realizadas na CCM. A velocidade
de escaneamento utilizada foi de 0,2 mV s™ na direcéo de escaneamento
do E ;040 de -0,6 até 0,0 V vs Ag/AgCI.

O modelo matematico utilizado neste trabalho contempla apenas
a geracdo de corrente, ou seja, o fluxo de elétrons ocorrendo do
substrato para o eletrodo (respiracdo) e ndo o contrario (GREGORY;
BOND; LOVLEY, 2004), assim, a por¢do da corrente catddica foi
normalizada em zero para todos os calculos.

Os parametros do modelo cinético, sem o mecanismo de TEE
(Equacéo (3.4)), jmax € Exa, foram estimados pelo ajuste do modelo aos
dados experimentais através da funcdo fit da ferramenta curve fitting
tool do Matlab (MatchWorks, 7.13, EUA).

O modelo considerando o mecanismo de TEE teve os parametros
cinéticos Ey, e C, estimados pela minimizacdo do valor da raiz do erro
quadrado médio (RMSE, Equacdo (3.22)) (BOX; HUNTER; HUNTER,
1978) obtido entre os dados de densidade de corrente elétrica
observados experimentalmente (j,,,,) e 0s dados calculados pelo modelo
(jea) para cada valor de potencial elétrico no anodo.

N
1
RMSE = ﬁnzl[jexp(n) _jcal(n)]z (322)

na qual n é o contador para os dados experimentais e N € o nimero total
de dados experimentais.

No procedimento de minimizac&o foi selecionado um intervalo de
valores para os pardmetros Ex, € C. O intervalo de Ex, (-0,6 a 0,0 V vs
Ag/AgCI) compreendeu a extensdo de potencial elétrico utilizado nas
analises de VVC e o intervalo de € (1 a 10 S m™), foi selecionado através
de simulagBes prévias que mostravam que para valores de € > 10 a
contribuigdo condutiva ja ndo interferia significativamente na resposta.
O procedimento de calculo é exaustivo gerando resultados de densidade
de corrente para cada combinacdo de valores dos parametros. O binémio
de valores de Ex, € C que minimizava 0 RMSE era entdo selecionado. O
valor do parametro j,,., Utilizado para 0 modelo com o mecanismo de
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TEE foi determinado pelo ajuste do modelo sem o0 mecanismo de TEE.
O algoritmo criado para o processo de otimizacdo dos parametros foi
implementado no software Matlab (MatchWorks, 7.13, EUA) e esta
esquematizado no fluxograma ilustrado na Figura 3.6.

Nesta figura, Examiciai € Exa sina definem os limites de valores de
Exa; Cinicial © Crini definem o intervalo de valores de C; AEx, € AC S&0 0
incrementos para cada passo de célculo das respectivas variaveis;
Cruse(C) € 0 vetor de valores de RMSE para cada valor de ¢ em um
determinado valor de Eg,; Cnir € 0 vetor de valores de € que minimizam
o0 valor de RMSE para cada valor de Ex,; Exarmse € O Vetor dos valores
minimos de RMSE para cada valor de Exs; Exaotimizaao & O Valor de Ex,
que apresenta 0 menor RMSE d0 Vetor Ex,ruse; © Cotimizado & O Valor de
Cmin COrrespondente ao Exuotimizado-
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Figura 3.6 - Fluxograma do procedimento para estimativa dos pardmetros (Ex4
e C) do modelo com TEE (Equagdes (3.3) e (3.9), (3.10), (3.11) e (3.12)).
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[ —
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—
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v
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3.6.3 Simulagdo das curvas de polarizacéo

O modelo matemético composto pelas Equagdes (3.10), (3.11),
(3.12) e (3.13) (considerando o mecanismo de TEE) foi empregado para
simular as curvas de polarizagcdo do circuito 2. Os parametros do
modelo, jinax, Ex, € C, foram estimados pelos ajustes deste mesmo
modelo aos dados experimentais das analises de VC.

Os valores de V,,; foram utilizados considerando que, no cétodo,
0 potencial elétrico (E,4:.q,) TOi igual ao potencial elétrico padrdo do
ferrocianeto de potassio versus o eletrodo padrdo de cloreto de prata
(0,138 V vs Ag/AgCI) (SKOOG et al., 2006).

3.6.4 Anélises estatisticas

Para avaliar o desempenho do modelo no ajuste aos dados
experimentais, foram utilizados dois indicadores estatisticos: RMSE
(Equacéo (3.22)) e o coeficiente de determinagdo (R?, Equacéo (3.23))
(BOX; HUNTER; HUNTER, 1978).

O coeficiente R? avalia a fracdo de variacdo sobre a média que é
explicada pelo modelo. Este fator varia de 0 a 1 e quanto mais préximo
de 1 for o seu valor, melhor é a explicacdo dos valores experimentais
pelo modelo proposto.

1— Z”:l[jexp(n) _jcal(n)]z

R? =
N T; —12
Zn:l[]exp(n) _]cal]

(3.23)

sendo,

N
1
Jeat = ﬁnzﬂjml(m (3:24)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 CONDIGCOES OPERACIONAIS

A Figura 4.1 apresenta a evolucdo temporal da densidade de
corrente e da concentracdo de so6lidos suspensos totais na CCM para o
procedimento operacional ciclico composto por: batelada sequencial,
continuo e retomada de batelada sequencial. A Figura 4.1 (a) apresenta
just e SSTwst para 0s 280 dias de operacdo do reator, indicando 0s
dias em que foram realizadas as operagfes em regime continuo. As
Figura 4.1(b) e 4.1(c) apresentam j vs t para 0s primeiros 16 dias do
experimento e durante a primeira operacdo em regime continuo,
respectivamente.

Apos os dois primeiros dias de operacdo em regime de batelada,
iniciou-se a operacdo em batelada sequencial (SBR). Observa-se na
Figura 4.1(b) um aumento temporal na geracdo de energia elétrica,
obtendo, antes do quarto dia de operagdo, um valor de j préximo aos
valores maximos observados durante toda a operagdo do reator (maior
que 0,3 A m?). Essa densidade de corrente elétrica manteve-se estavel
ao longo dos dias subsequentes. Segundo Marsili et al. (2008b), a
manutencdo da geragdo de corrente elétrica caracteriza a fase de
saturacdo da biomassa sobre o0 anodo.

Na operacdo em SBR, uma fracdo do volume de liquido do
compartimento anodico era removida e, em seguida, renovada com o
meio de cultivo novo. Quando o meio de cultivo era removido do reator,
observaram-se quedas na geracdo de corrente elétrica, a qual retornava
aos valores anteriores & troca quando o volume de liquido no anodo era
reestabelecido (Figura 4.1(a) e 4.1(b)). Acredita-se que estas quedas
sejam o resultado da exposicdo do &nodo com o ar. Na presenca do ar, a
biomassa desvia o fluxo de elétrons do eletrodo para o O, buscando
aumentar a velocidade de obtencdo de energia na forma de ATP.
Segundo Heijen (1999), a velocidade de obtencdo de energia por um
micro-organismo esta associada a diferenca de potencial elétrica entre o
DE e o0 AE e as resisténcias envolvidas no transporte eletronico. Assim,
0 O, tornava-se 0 AE preferencial do biofilme quando os eletrodos
ficavam expostos ao ar. Além disto, a auséncia do contato com meio de
cultivo pode esgotar o substrato disponivel.
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Figura 4.1 - Resultados operacionais da CCM: (a) Evolucdo temporal da
densidade da corrente elétrica (linha continua) e da concentragdo de sélidos
suspensos totais (®) e indicagdo do processo em regime continuo (linhas
pontilhadas); (b) Densidade da corrente elétrica gerada pela CCM nos primeiros
16 dias de operagdo; (c) Densidade da corrente elétrica gerada préximas ao
primeiro processo de operagdo em regime continuo.
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As operacdes em regime continuo foram conduzidas em periodos
de 24 horas. Durante esta operacdo, observou-se a manutencdo da
geracdo de corrente em valores bem proximos aos valores dos dias que
antecederam a operagdo, conforme pode ser visualizado na Figura 4.1(a)
e, em detalhe, na Figura 4.1(c). Estes resultados indicam que o material
suspenso ndo interfere diretamente na geracdo da corrente elétrica.

A concentracdo de SST (Figura 4.1(a)) apresentou redugdo
gradual durante os primeiros 40 dias de operacdo, permanecendo em
valores inferiores a 5g L™ durante a sequéncia do experimento. A
primeira operacdo em regime continuo foi realizada apenas no dia 25-
26, mas a concentracdo de SST ja estava caindo significativamente,
resultado do reciclo parcial de solidos na operagdo em regime de
batelada sequencial. A segunda operacdo em regime continuo foi
realizada no dia 129-130, quando a concentracdo de SST ja estava
aproximadamente constante. Esta operacdo ndo teve efeito sobre a
concentracdo de sélidos no reator, resultado idéntico aquele obtido nas
operacdes subsequentes em regime continuo mesmo com o aumento da
vazdo de alimentacdo. Estes resultados indicam que estas opera¢es ndo
contribuiram para a selecdo da biomassa exoeletrogénica.

4.2 IDENTIFICACAO DO MECANISMO DE TEE

Na investigacdo do mecanismo de TEE empregado por micro-
organismos em células bioeletroquimicas, € comum a analise das
variages na geracao de corrente como resposta a renovagdo do meio de
cultivo no compartimento anddico (BOND; LOVLEY, 2003; MARSILI
et al., 2008a, MARSILI et al., 2008b, JAIN et al., 2012).

No trabalho realizado por Marsili et al. (2008a), a renovacao do
meio cultivo provocou reducdes na geracdo de corrente elétrica na
ordem de 70% em relacdo ao valor inicial, a qual era reestabelecida,
aproximadamente, 72 horas apés o término deste procedimento. Jain et
al. (2012), obtiveram uma resposta semelhante, com redu¢fes na ordem
de 60% para esse mesmo procedimento. Nestes trabalhos, as células
eletroquimicas foram inoculadas com Shewanella odeinensis (MARSILI
et al., 2008a) e Shewanella loihica (JAIN et al., 2012). Em ambos 0s
casos, as redugdes na corrente elétrica foram atribuidas a presenca de
flavinas e derivados de quinonas solubilizados no meio, 0s quais
subsidiavam o transporte de elétrons entre 0 micro-organismo e 0
eletrodo. Quando o meio de reacdo era substituido, estes compostos
precisavam ser novamente metabolizados, o que resultava no atraso na
regeneracdo da corrente, conforme observado por estes autores.
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Bond e Lovley (2003) conduziram a operagdo de uma CCM
inoculada com Geobacter sulfurreduecens até o estabelecimento de um
regime estacionario para a geracdo de corrente elétrica. Na sequéncia,
estes pesquisadores substituiram subitamente o meio de cultivo por
outro sem DE, resultando em uma queda na geracao de corrente elétrica.
Quando o DE foi adicionado novamente a CCM, a corrente elétrica foi
rapidamente reestabelecida, retornando aos valores anteriores a operacéo
sem DE. No trabalho realizado por Marsili et al. (2008b), também
utilizando como indculo G. sulfurredeucens, a substituicdo do meio de
cultivo contendo o DE néo alterou os valores da densidade de corrente
elétrica gerada. Em ambos, os resultados sugerem que 0S micro-
organismos presentes ndo necessitavam, além do DE, de outras
substancias presentes no meio de cultivo para a geracdo de corrente
elétrica, caracterizando auséncia de mediadores.

No presente trabalho, durante os procedimentos de renovacao do
meio nos regimes de SBR e CON, a corrente elétrica gerada pela CCM
apresentou resultados semelhantes aos obtidos por Bond e Lovley
(2003) e por Marsili et al. (2008b). Ou seja, a densidade de corrente
elétrica ndo foi influenciada pela substituicdo do meio de cultivo (Figura
4.1). Estes resultados fornecem indicios de que a biomassa na CCM
utiliza um mecanismo direto de TEE, semelhantemente as CCM
inoculadas com G. sulfurreduecens. Micro-organismos da espécie G.
sulfurredudences utilizam comprovadamente mecanismos diretos de
TEE, seja por meio de proteinas presentes na membrana celular e/ou
através da producdo de pili condutivo que conectam a bactéria ao
eletrodo (BOND; LOVELEY, 2003; REGUERA et al., 2006;
SCHODER, 2007; LOVLEY, 2012).

As analises de voltametria ciclica (VC) realizadas com o0s
efluentes dos processos em regime continuo sdo apresentadas na Figura
4.2 e confirmam a hipdtese de um mecanismo direto de TEE no reator
do presente trabalho. Néao foi observada a presenga de picos de corrente
elétrica anodica ou catddica, caracteristicos da presenca de compostos
passiveis de reacfes de oxirreducdo (BARD; FAULKNER, 2001), em
nenhuma das velocidades de escaneamento (Figura 4.2(a)), entre 0,2
10mV s, e em diferentes intervalos de tempo desde o inicio da
operacdo em regime continuo (Figura 4.2(b)). Marsili et al. (2008a)
investigaram o mecanismo de TEE de cepas de S. odeinensis,
constatando a presenca de picos de corrente elétrica nas anélises de VC
do efluente do seu reator, resultado da presenca de flavinas que atuam
como o principal mecanismo de TEE deste micro-organismo.
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Os registros de maiores amplitudes da corrente elétrica nas
andlises de VC para as maiores da velocidade de escaneamento (Figura
4.2(a)) sdo resultado do aumento da contribuigdo da corrente capacitiva
na resposta da analise (HARNISCH; FREGUIA, 2012). Os resultados
da VC pouco variaram com o decorrer da operacao em regime continuo
(Figura 4.2(b)), e a geracdo de corrente elétrica na CCM manteve-se na
mesma intensidade (Figura 4.1(c)). Estes resultados sdo similares
aqueles apresentados por Torres et al. (2008) no estudo do
estabelecimento de biofilme de G. sulfurreducens sobre o eletrodo
anodico, no qual os autores constataram a auséncia de compostos
eletroativos em suspensdo na célula combustivel com base nos
resultados da anélise de VC.

Assim, acredita-se que 0s micro-organismos exoeletrogénicos da
CCM do presente trabalho estdo dispostos na forma de biofilme aderido
a superficie dos eletrodos anddicos e empregam um sistema condutivo
como principal mecanismo de TEE.

Figura 4.2 - Andlises de voltametria ciclica para o efluente do processo em
regime continuo realizas em: (a) velocidades de escaneamento de 0,2, 1, 5 e
10 mV s e (b) na velocidade de 1 mV s™ ap6s 0, 6, 12 e 18 horas de inicio do
processo.

(a) 0.2
0.1} 7
o
S
0,0r _
N
T T 10 mV/s
-0,1 s
T
_ 0;2 mV/s
oal ‘ ‘ s \ ; ;
06 05 04 03 02 01 0
Potencial do 4nodo vs Ag/AgCl (V)
() 006 -
0,04} |
0,02} |
o
'® 0,00 _
=
S
S + 0 horas ||
D R A P 6 hOl’ElS U
04r Lo 12 horas
—— 18 horas
-0,07— ‘

06 -05 -04 -03 -02 -01 0
Potencial do dnodo vs Ag/AgCl (V)



81

As andlises de VC do eletrodo de trabalho coberto por biofilme
na CCM iniciaram ap6s o 160° dia de operacdo, sempre realizadas
posteriormente aos procedimentos de alimentagdo para garantir que
eram conduzidas em excesso de DE. Os  resultados das  analises
revelaram diferengas de estruturas nos ciclos para as velocidades de
escaneamento de 0,2, 1, 2,5, 5 e 10 mV s, com um achatamento da
corrente e sinuosidades acentuadas para as menores velocidades de
escaneamento, conforme ilustrado na Figura 4.3. A diferenca entre as
estruturas dos ciclos indica uma dindmica lenta do processo (BARD;
FAULKNER, 2001), caracteristica de biofilmes microbianos
(HARNISCH; FREGUIA, 2012).

Os resultados demonstraram que na velocidade de escaneamento
de 0,2mV s™, as condicdes estavam dentro de uma escala de tempo
suficiente para sustentar a catdlise microbiana, revelada pelo perfil
sigmoide da geracdo de corrente em fungdo do potencial elétrico. Por
hipotese, nesta velocidade, para cada potencial aplicado, a velocidade de
transferéncia eletrbnica atingiu um estado estacionario, refletindo a
informacdo fisioldgica sobre a respiracdo microbiana na condicdo
imposta. Resultados de analises de VC com formato sigmoide sdo
caracteristicos de biofilmes microbianos, em especial daqueles que
utilizam mecanismos diretos de TEE, como € o caso dos biofilmes de G.
sulfurredeucens (MARSILI et al., 2008b; TORRES et al., 2008;
SRIKANTH et al., 2008; LEE et al., 2009; RICHTER et al., 2009;
MARSILI; BOND; SUN, 2010).

Figura 4.3 - Efeito da velocidade de escaneamento na resposta das anélises de
VC realizadas na CCM.
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Para biofilmes que utilizam mediadores como principal
mecanismo de TEE, as respostas das analises de VC ilustram uma
tendéncia de aumento linear da corrente em funcdo do potencial elétrico
(LaBELLE; BOND, 2010; BOND, 2010). Neste caso, o aumento do
potencial resulta no aumento na velocidade da reacdo de oxirreducédo
entre 0 mediador e o eletrodo, formando gradientes de concentracdo
(mediador nos estados oxidado e reduzido) na superficie do eletrodo
(BARD; FAULKNER, 2001). Consequentemente, a difusdo dos
mediadores em direcdo ao eletrodo limita a geracdo de eletricidade
(TOREES et al.,, 2010). Marsili et al. (2008a) confirmaram este
comportamento em biofilmes de S. odeinensis. Para biofilmes na qual os
mecanismos direto e indireto de TEE tem participagdo efetiva na
respiracdo microbiana, a curva da analise de VC é caracterizada por
duas ondas justapostas, uma delas relacionada ao mecanismo direto e a
outra ao indireto, conforme a proposta de Jain et al. (2012) ao
investigarem 0 mecanismo de TEE empregado por biofilmes de S.
loihica.

A Figura 4.4 destaca o resultado da andlise de VC utilizando o
eletrodo da CCM na velocidade de escaneamento de 0,2 mVs™. A
presenca de corrente elétrica anddica somente é verificada para valores
de potencial elétrico acima da regido proxima a -0,5 V, a qual aumenta
até um potencial proximo a -0,3 V. Nesta regido, a capacidade das
bactérias em gerar elétrons é limitada pela resisténcia eletrénica imposta
pelo mecanismo de TEE. Quando o potencial do eletrodo foi elevado
acima de -0,3 V, a corrente elétrica anddica apresentou comportamento
assintético, resultado da limitacdo das reacGes de origem intracelular
envolvidas na oxidagdo do acetato. Enquanto a transferéncia eletronica
extracelular pode ser acelerada pelo aumento da forga elétron motriz
(aumento do potencial elétrico do anodo), as reacdes intracelulares
apresentam velocidades maximas caracteristicas (LaBELLE; BOND,
2010; BOND, 2010).

Para valores de potencial elétricos menores que -0,5 V observa-se
a presenca de uma corrente elétrica catddica. Srikanth et al. (2008) e
Richter et al. (2009) também observaram este fenémeno e acreditam ser
0 resultado da reacdo de redugdo de algum componente presente no
meio, catalisado pelos microrganismos que compde o biofilme. Algumas
espécies de Geobacter tém a habilidade de aceitarem os elétrons do
eletrodo. Gregory, Bond e Lovley (2004) demonstraram que um
eletrodo posicionado em um potencial elétrico suficientemente negativo
poderia atuar como um doador de elétrons. Estes autores utilizaram uma
célula combustivel de duas camaras inoculada com sedimento aquatico
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(pluvial) e com cultura pura (G. sulfurreducens e G. metallireducens) e
observaram que o nitrato era reduzido a nitrito, havendo consumo de
corrente elétrica e enriquecimento de bactérias na superficie dos
eletrodos.

Figura 4.4 - Andlise de voltametria ciclica realizada na CCM com a velocidade
de escaneamento de 0,2 mV s™ destacando as regides com geragdo de corrente
elétrica catddica e andtica.
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Segundo Torres et al. (2008), quando o perfil sigmdide revelado
pelas analises de VVC pode ser descrito por uma equacao do tipo Nernst-
Monod (Equagéo 3.4), o mecanismo de TEE ndo interfere na geragdo de
corrente (biofilme é altamente condutivo), ou seja, a geracdo de corrente
elétrica é limitada principalmente pelas reacdes de origem intracelular.
A Figura 4.5 ilustra o ajuste da Equacdo 3.4 ao conjunto de dados
experimentais da andlise de VC na velocidade de escaneamento de
0,2mV s para o 161° dia do experimento. Resultados similares foram
obtidos para os ajustes dos dados experimentais de VC, na velocidade de
0,2 mV s, nos demais dias de analise.

Na regido em que ocorre o incremento no valor da corrente
elétrica, delimitada pelas linhas pontilhadas na Figura 4.5, a evolucédo
temporal dos valores calculados e dos valores experimentais apresentam
comportamento com moderada divergéncia. Esta regido é caracterizada
pela resisténcia ao transporte de elétrons (associada ao mecanismo de
TEE), pela reacdo catodica e, em menor importancia, pelas resisténcias
ao fluxo idnico através do eletrdlito e permeacdo pela membrana
(LaBELLE; BOND, 2010).

O compartimento catoédico foi operado com solucdo de
ferrocianeto de potéssio, assim, a resisténcia envolvida na reagdo
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catodica pode ser desconsiderada, uma vez que o ferrocianeto apresenta
um baixo sobrepotencial quando reage com eletrodos de carbono,
resultando em um potencial do catodo proximo ao seu potencial de
circuito aberto (LOGAN, 2006). As resisténcias envolvidas ao fluxo e
permeacdo ibnica também foram desconsideradas. Tais simplificacdes
sdo comumente empregadas na modelagem de CCM (ZANG; HALME,
1995; PICIOREANU et al., 2007; MARCUS; TORRES; RITTMANN
2007; PINTO et al., 2010). Assim, a principal resisténcia considerada na
cinética de geracdo de energia elétrica foi relacionada as reacfes de
origem anddica: a resisténcia intracelular e ao mecanismo de TEE.

Figura 4.5 - Ajuste da equagdo de Nernst-Monod (j.,;, Equagéo 3.4) aos dados
experimentais (Jexp)-
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A Figura 4.6 apresenta a simulacdo do modelo matematico que
considera 0 mecanismo de TEE e a cinética microbiana (Equagdes (3.9),
(3.10), (3.11) e (3.12)) na geracdo da corrente elétrica. Nesta figura,
avaliou-se a sensibilidade do modelo em relagdo ao pardmetro C (razdo
entre a condutividade elétrica e a espessura do biofilme).
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Figura 4.6 - Simulacdo da influéncia do pardmetro C (resisténcia do mecanismo
de TEE) no comportamento j vs E .4, da CCM. Dados paramétricos utilizados
na simulagao: ji., = 0,8 Am™2 e Ex, = —0,465V.
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O modelo matematico considerando o efeito do mecanismo de
TEE (ajustes apresentados na Figura 4.7) foi capaz de descrever melhor
os dados experimentais quando comparado ao modelo matematico que
considera apenas a cinética microbiana. Os ajustes obtiveram coeficiente
R? superior a 0,988 e 0 RMSE inferior a 0,048 para todos os casos. A
partir destes ajustes foi possivel a obtencdo dos valores dos parametros
Jmax» Ex, € C para todas as analises de VC, os quais sdo apresentados e
discutidos na secdo subsequente.
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Figura 4.7 - Voltametrias ciclicas da CCM realizadas na velocidade de
escaneamento de 0,2 mV s™. Pontos representam os dados experimentais e as
linhas continuas representam o modelo matematico ajustado (Sistema de
Equacdes (3.10), (3.11), (3.12) e (3.13)). (a) VC realizado no 161° dia, 10 dias
apés CON3; (b) VC realizado no 182° dia, 12 dias ap6s CON4; (c) VC realizado
no 195° dia, 4 dias ap6s CON5; (d) VC realizado no 206° dia, 15 dias ap0s a
CONS5; (e) VC realizando no 220° dia, 12 dias ap6s CONS; (f) VC realizado no
226° dia, 18 dias ap6s CONG; (g) VC realizado no 256° dia, 10 dias ap6s CON7;
(h) VC realizado no 275° dia, 7 dias apés a CONS.
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4.3 PARAMETROS FISICOS E CINETICOS

Os parametros Cinéticos j,q., € Ex, sdo caracteristicos do sistema,
portanto, dependem do DE, AE e da comunidade microbiana em
questdo. Os valores do parametro cinético j,,,, obtidos pelo ajuste da
Equacdo 3.4 para os diferentes dias de analise apresentaram valor médio
de 0,954 Am? e desvio padrdo igual a 0,118 Am? (19,7% do valor
médio). jn.. € um pardmetro cinético que expressa a velocidade
méaxima na qual o micro-organismo conduz o0 seu processo metabdlico.
A manutencéo dos valores do pardmetro em torno de um valor médio
(baixo desvio padrdo) caracteriza o pleno desenvolvimento do biofilme
sobre a superficie do eletrodo. Torres et al. (2008) e Marsili, Sun e Bond
(2010), mostraram que a densidade méxima da corrente elétrica de
analises de VC aumenta durante o desenvolvimento do biofilme,
atingindo um valor estavel quando a microbiota esta completamente
estabelecida sobre o eletrodo. Nos trabalhos apresentados por Torres et
al. (2008) e Lee, Torres e Rittmann (2009), utilizando células
eletroquimicas inoculadas com culturas puras de G sulfurreducens e
alimentadas com acetato, os valores de j,,.. €estiveram na ordem de
grandeza de 10' A m?. J4 Richter et al. (2009), obtiveram valores de
Jmax €Ntre 1 a 2,6 Am™? para cepas de G. sulfurreducens naturais e
geneticamente modificadas Os valores estimados para o parametro
cinético Ex, (Figura 4.8) apresentaram desvio padréo igual a 0,003V, o
qual corresponde a menos de 1% do valor médio deste parametro
(-0,465 vs Ag/AgCl, ou -0,243 V vs EPH). Essa baixa amplitude entre os
valores obtidos para esse parametro também sdo indicativos que o
biofilme estava completamente desenvolvido no momento destas
analises. Nos trabalhos realizados por Torres et al. (2008), Srikanth et al.
(2008), Marsili et al. (2008b) e Marsili, Sun e Lovley (2010),
empregando culturas puras de G. sulfurreducens e acetato, foram
obtidos valores de Ej, de aproximadamente -0,372V vs Ag/AgClI
(-0,15V vs EPH). Richter et al. (2009), observaram uma significante
diferenca entre os valores desse parametro, para as cepas geneticamente
modificadas. Para a cepa mutante em que 0 gene responsavel pela
expressao da proteina PilA foi deletado (responsavel pela producéo de
nanofios) foram obtidos valores de potencial na ordem de -0,442 vs
Ag/AgCI (-0,22 V vs EPH). Quando o gene de outras proteinas também
associadas ao mecanismo de TEE foram deletadas valores entre
-0,132 V e -0,352 V vs Ag/AgCl foram obtidos. Para a cultura natural
Ey, foi de aproximadamente -0,372 V vs Ag/AgClI.
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A CCM do presente trabalho foi inoculada com uma cultura mista
de micro-organismo de origem marinha. Segundo Logan e Regan
(2006), biofilmes de comunidades mistas, incluem tanto diferentes
micro-organismos  exoeletrogénicos, quanto  micro-organismos
fermentadores e algumas espécies capazes de respirar utilizando um
aceptor alternativo que néo seja o eletrodo ou mesmo em simbiose com
outro micro-organismo, essas presengas podem conduzir a diferenca do
comportamento da CCM do presente trabalho em relacdo aos valores
obtidos com a cultura pura. Os micro-organismos que apresentam 0s
menores valores de Ey, podem ser favorecidos na competicdo com
outras culturas que possuem velocidades de transferéncia de elétrons
semelhantes ou maiores, mas requerem um maior potencial do AE
(BOND, 2010).

Figura 4.8 - Valores de Ej, obtidos pelo ajuste do sistema de Equagdes (3.10),
(3.11), (3.12) e (3.13) aos dados experimentais de VC para cada ciclo (trés
ciclos por anélise) em oito momentos entre 0 161° e 0 275° dia de operacdo da
CCM.
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Os valores estimados para o pardmetro fisico C (ky;/Ls) S80
apresentados na Figura 4.9. Seus valores mantiveram-se proximos a um
valor médio de 4,746 S m™ durante todas as analises (desvio padrdo
< 9%). Conforme descrito por Torres et al. (2010), a condutividade
elétrica € uma caracteristica fisica inerente & composicdo do biofilme e,
deste modo, o valor de C seria alterado se a espessura ou a composicao
do biofilme variassem entre as medidas.

As resisténcias 6hmicas da CCM para os circuitos 1 e 2,
calculados pela Equacdo 3.2, sdo apresentadas na Figura 4.10. Os
valores destas resisténcias mantiveram-se proximas a 50 Q e 30 Q,
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respectivamente. A pequena amplitude entre os valores ao longo do
tempo é outro indicativo de que o reator opera em um regime
estacionario para o biofilme (AELTERMAN et al., 2006).

Figura 4.9 - Valores do pardmetro C estimados pelo ajuste do sistema de
Equacbes (3.10), (3.11), (3.12) e (3.13) aos dados experimentais de VVC para
cada ciclo (trés ciclos por analise) em oito momentos entre 0 161° e 0 275° dia
de operagdo da CCM.
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Figura 4.10 - Resisténcia 6hmica da CCM para os circuitos 1 (e) e 2 (m) obtidas
pelo ajuste da Equagdo 3.2 aos dados experimentais das curvas de polarizacéo.
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A Figura 4.11 compara os possiveis valores dos parametros L e
kpi, encontrados neste trabalho aos valores disponiveis na literatura
(Tabela 4.1). Os valores reportados para a espessura dos biofilmes em
CCM estdo em uma estreita faixa, entre 10 e 79 um. Entretanto, para o
pardmetro k,;, sdo apresentados valores com maior amplitude, com a
ordem de grandeza entre 10° e 10°mS cm™. A regido hachurada no
grafico apresentado na Figura 4.11 destaca estes intervalos dos
parametros Ly e k,;, disponiveis na literatura. Considerando que a
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espessura do biofilme do presente trabalho ndo extrapola os valores
relatados na literatura (ordem de grandeza de 10" pm), estima-se que a
condutividade elétrica da CCM em avaliacdo é da ordem de grandeza de
10°mS m™.

Figura 4.11 - Relagéo entre os parametros k,;, € Ly obtida pelo ajuste do
modelo matematico aos dados experimentais da CCM (linha continua)

comparado aos valores destes parametros disponiveis na literatura (linhas

pontilhadas). A regido hachurada compreende o intervalo de valores de cada
parametro.
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Malvankar et al. (2011), constaram que cepas de G.
sulfurreducens que produziam as maiores densidades de corrente
elétrica apresentavam biofilmes com as maiores condutividades
elétricas, demonstrando uma relagdo entre esta densidade e a rede de
nanofios produzida pela bactéria. Na CCM do presente trabalho, as
densidades de corrente elétrica foram menores do que as obtidas pelas
culturas puras de G. sulfurredeucens, podendo indicar uma menor
quantidade de nanofios no biofilme da CCM, expresso pelo baixo valor
do k,;, estimado. Em biofilmes formados por complexas comunidades
de micro-organismos, nem todas as bactérias tém a capacidade de
estabelecerem sozinhas o contato elétrico com o eletrodo, em muitos
casos, estas bactérias operam em simbiose com outras bactérias para
completar seu metabolismo (SUMMERS et al., 2010). Ou seja, no
biofilme em estudo, cultura mista, pode haver uma fracdo de bactérias
gue sintetizam seu préprio mecanismo de TEE e outra fracdo que opera
em simbiose. Assim, a rede de pili deve ser menor quando comparada ao
biofilme composto pela cultura pura de micro-organismos
exoeletrogénicos.
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Tabela 4.1 - Uma revisdo sobre a espessura e a condutividade de biofilmes de
micro-organismos exoeletrogénicos.

Fonte Biomassa DE AE Ly kpio
bibliografica (um) (mScm™)
G. sulfurreducens acetato ouro 50 0,45
MALVANKAR, cepa DL-1
TOUMINEN,; G. sulfurreducens 40 4,63
LOVLEY cepa KN400
(2012) G. sulfurreducens 60 1,09
cepa BEST
MALVANKAR biIBZ?gegteor acetato ouro 50,3 0,25
etal., (2012) s
anaerobio
EI-NAGGARet  S. oneidensis cepa lactato - - 1,0x10°
al. (2010)* MR-1
MORITA et al. Agregados0 - - - 7,2x10°
(2011)° celulares (25%
Geobacter)
Agregados etanol fumarato - 1,4x10°
celulares
SUMMERS et constituidos por
al. (2010)° G. sulfurreducens
eG.
metallireducens
MARSILI et al. G. acetato cafbono 15 -
(2008b) sulfurreducens vitreo
PCA
TORRES et al. G. sulfurreducens acetato grafite 79 -
(2008) '
LI(EZEOSg ;ﬂl. G. sulfurreducens acetato grafite 66 -
MARSILI, acetato grafite 20 -
BOND; G. sulfurreducens
LOVLEY cepa PCA
(2010)
acetato grafite 27 -
metanoato grafite 22 -
. lactato grafite 16 -
RSZEEEEQSRA G. sulfurreducens H> grafite 10 -
cepa PCA acetato+ grafite 27 -
(2012)
metanoato
lactato+ grafite 19 -
acetato

 Bactérias cultivadas em limitagdo de AE (oxigénio). A condutividade refere-se apenas ao nanofio
Eroduzido pela bactéria.
Agregados de células obtidos em reator UASB que convertiam efluente de cervejaria em metano.

¢ Consorcio de bactérias, constituido por G. sulfurreducens e G. metallireducens, cultivados com
etanol como DE e fumarato como AE. G. metallireducens nao é capaz de reduzir o fumarato
(CAHZOAZ') e G. sulfurreducens nao é capaz de oxidar o etanol.
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4.4 SIMULAGAO DAS CURVAS DE POLORIZAGAO

As curvas de polarizagdo foram simuladas utilizando os valores
dos parametros obtidos pelos ajustes apresentados nas se¢des anteriores
deste trabalno: jyq, = 0,954 Am?, Ey, =-0,465V e C = 4,746 Sm”.

As Figura 4.12 e Figura 4.13 apresentam as curvas geradas pelo
modelo matematico e os dados experimentais. Verifica-se que todas as
simulacBes apresentaram previsdes na mesma ordem de grandeza dos
dados obtidos experimentalmente. As curvas de polariza¢do, concebidas
entre os dias 154 e 272 da operacdo da CCM, apresentaram um
comportamento semelhante entre si. Embora exista consideravel
diferenca entre os valores fornecidos pelo modelo matematico e aqueles
experimentais, 0 modelo foi capaz de reproduzir o comportamento da
corrente elétrica em fungéo do E,,,4, das curvas de polarizagdo. Ou seja,
a regido inicial de incremento na geracdo de corrente elétrica (-0,7 a
-0,4 V vs Ag/AgCI), seguida pela regido de saturacdo, caracterizada pela
maior variagao entre os dados experimentais (> -0,4 vs Ag/AgCl).
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Figura 4.12 - Simulagdo das curvas de polarizacdo em diferentes dias de
operacdo do reator: (a) dia 154, 4 dias apés CON3 (b) dia 167, 17 dias apds a
CONS; (c) dia 177, 6 dias apds a CON4; (d) dia 188, 17 dias ap6s a CON4; (e)
dia 196, 4 dias ap6s a CONS; (f) dia 209, 17 dias ap6s a CONS.
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Figura 4.13 - Simulagdo das curvas de polarizacdo em diferentes dias de
operacdo do reator: (g) dia 216, 3 dias apds a CONG; (h) dia 230, 17 dias ap6s a
CONEG; (i) dia 244, 31 dias ap6s a CONS; (j) dia 252, 5 dias apés a CON7; (k)
dia 265, 18 dias apds a CON7; (1) dia 272, 3 dias apés a CONS.
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Os valores fornecidos pelo modelo matematico, em geral,
apresentam um deslocamento dos valores de potencial elétrico do anodo
para produzir uma mesma corrente elétrica quando comparado aos
dados experimentais. A Figura 4.14 ilustra os resultados da simulagéo da
curva de polarizagdo com os valores de Ex, € jyq, COrrigidos (Ex, =
0,550 V € jax = 0,740 A m™) para ajustar-se aos dados experimentais
(deslocamento do modelo, linha pontilhada). Os valores do parametro
estatistico RMSE foi alterado de 0,1341 para a simulacéo inicial, para

0,0467 para a simulagdo com os parametros corrigidos.
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Figura 4.14 - Simulagdo da influéncia dos pardmetros Ex,€ jmax NO
comportamento das previsdes de j vs E,,q4, da curva de polarizagdo da CCM.
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Assim, embora 0 modelo matematico tenha apresentado um
mesmo comportamento que se aproxima & curva de polarizacdo
experimental e valores com a mesma ordem de grandeza, 0 mesmo
necessita de incrementos para melhor descricio da CCM. A
consideracdo de outros fendmenos existentes e um maior investimento
na determinagdo dos parametros podem gerar previsdes mais exatas.
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5 CONCLUSOES

O sedimento marinho coletado no estuario da Lagoa dos Patos,
RS, mostrou ser uma interessante fonte de micro-organismos
exoeletrogénicos. A célula combustivel inoculada com o sedimento foi
capaz de gerar energia elétrica em paralelo ao consumo de matéria
organica em solugdo (acetato). Com menos de quatro dias de operagéo a
microbiota exoeletrogénica ja estava estabelecida no reator, 0 que se
traduziu no resultado da geracdo de corrente elétrica, a qual atingiu um
valor maximo e manteve-se aproximadamente estavel ao longo dos
demais dias de operagdo do sistema. Apesar de a CCM ter sido operada
com meio de cultivo sintético, a possibilidade de geragéo de eletricidade
a partir de uma fonte organica ilustra a potencialidade da técnica para
um possivel processo no qual haja o tratamento de efluentes com
simultanea geragdo de energia.

A comunidade de micro-organismos exoeletrogénicos presente no
sedimento desenvolveu-se preferencialmente aderida a superficie dos
eletrodos na CCM, utilizando um mecanismo direto de transferéncia
eletrénica extracelular (citocromos e nanofios). A caracteristica da
biomassa em utilizar um mecanismo direto de TEE possibilita a
operacdo da CCM em modo continuo uma vez que o0 material
solubilizado no meio de reacdo mostrou ndo afetar a respiracéo
microbiana. Os resultados das analises eletroquimicas identificaram a
auséncia de mediadores no reator.

A modelagem da cinética de geracdo de corrente elétrica foi
possivel, sendo que o modelo de Marcus, Torres e Rittmann (2007)
apresentou a capacidade de descrever os resultados, de corrente elétrica
em funcdo do potencial elétrico, obtidos nas anélises de voltametria
ciclica. Além disso, o modelo forneceu valores de parametros com
significado fisico e bioldgico o que possibilitou investigar o papel da
condutividade do biofilme na geragdo da corrente elétrica como também
o efeito das condi¢des operacionais sobre a geracdo da corrente elétrica.

As simulacBes das curvas de polarizagdo foram pouco exatas,
contudo, o modelo apresentou 0 comportamento que se aproxima aos
dados experimentais e valores na mesma ordem de grandeza. A
discrepancia entre os resultados simulados e 0s experimentais indica que
0 modelo necessita ainda de incrementos, a incorporagcdo de outras
resisténcias elétricas, buscando considerar outros fendmenos existentes
no sistema, pode contribuir para a maior exatidao de suas previsoes.
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